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AFLP – dolžinski polimorfizem pomnoženih fragmentov (angl. amplified fragment length 
polymorphism) 
ATMT − transformacija s pomočjo Agrobacterium tumefaciens (angl. A. tumefaciens 
mediated transformation) 
AUDPC − ploščina pod krivuljo DSI (angl. area under the disease progress curve)  
BIC - biotrofični medfazni kompleks (angl., biotrophic interfacial complex) 
BiFC − dvomolekulska fluorescenčna komplementacija (angl. biomolecular fluorescent 
complementation) 
CE − na verticilijsko uvelost občutljiv kultivar hmelja Celeia 
CSEP − kandidatni sekretorni efektorski protein (angl. candidate secreted effector protein) 
CWDEs − encimi za razgradnjo celične stene (angl. cell wall-degrading enzymes) 
DAMP − molekularni vzorci, povezani s poškodbami (angl. damage-associated molecular 
patterns)  
DHRS − desna homologna rekombinacijska sekvenca  
DSI − bolezenski indeks  
ETD − z efektorji sprožena obramba (angl. effector-triggered defence) 
ETI − z efektorji sprožena imunost (angl. effector-triggered immunity) 
HA − hialuronska kislina (angl. hyaluronic acid) 
HR − preobčutljivostni odziv (angl. hypersensitive response) 
HRS − homologna rekombinacijska sekvenca 
IGS − medgenski vmesnik (angl. intergenic spacer, IGS) 
IP − invazijski vzorci patogena (angl. invasion pattern) 
IPR − receptorji invazijskih vzorcev (angl. invasion pattern receptor) 
IPTR − z invazijskimi vzorci sproženi odzivi (angl. IP-triggered response) 
ITS − notranji vmesnik prepisane ribosomske DNA (angl. internal transcribed spacer, ITS) 
LHRS − leva homologna rekombinacijska sekvenca  
LRR-RLP – protein, bogat s ponovitvami levcina (angl. leucin rich repeat, LRR), podoben 
ekstracelularnemu receptorju (angl. receptor like protein, RLP) ; protein, podoben receptorju 
z obogatitvami levcinskih ponovitev 
MAP kinaze − z mitogenom aktivirane proteinske kinaze  
NGS − naslednja generacija določevanja zaporedja nukleotidov (angl. next generation 
sequencing) 
NLP − proteini podobni Nep1 (angl. Nep1-like protein) 
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NLR − z levcinom bogate ponovitve, ki vežejo nukleotide (angl. nucleotide-binding 
site/leucine-rich repeat) 
NLS − jedrni lokalizacijski signal (angl. nuclear localization signal) 
NPP1 − nekrozo inducirajoči protein Phytophthore (angl. necrosis inducing Phytophthora 
protein) 
PAMP − ohranjeni molekulski vzorci patogenov (angl. pathogen associated molecular 
patterns)  
PCR − verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
PDA − krompirjev dekstrozni agar (angl. potato-dextrose agar) 
PRR − receptorji za prepoznavanje molekulskih vzorcev (angl. pattern recognition 
receptors) 
PTI − z molekulskimi vzorci sprožena imunost (angl. pattern triggered immunity) 
RAPD − naključno pomnožena polimorfna DNA (angl. randomly amplified polymorphic 
DNA)  
RCP − proteini, ki vsebujejo ponavljajoče regije (angl. repeat containing protein) 
rDNA − ribosomska DNA  
RFLP – dolžinski polimorfizem restrikcijskih fragmentov (angl. restriction fragment length 
polymorphism)  
RLK − receptorju podobna kinaza (angl. receptor-like kinase)  
RLP − receptorjem podobni proteini (angl. receptor-like proteins) 
iRNA – interferenčna RNA  
ROS − reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species)  
RT-PCR – obratna transkripcija in verižna reakcija s polimerazo 
SCR − majhni proteini, bogati s cisteinskimi ostanki (angl. small cystein-rich) 
sgRNA − vodilna RNA veriga (angl. single guide RNA) 
sRNA − male RNA (angl. small RNA) 
SSP − kratek sekretorni protein (angl. small secreted protein) 
TD − transmembranske domene 
VCG − skupine vegetativne kompatibilnosti (angl. vegetative compatibility group) 
VIGS − z virusi inducirano utišanje genov (angl. virus-induced gene silencing) 
WT − na verticilijsko uvelost odporna sorta hmelja Wye Target 
XSM − ksilem simulirajoče gojišče 
Y2H − kvasni dvohibridni sistem (angl. yeast-two hybrid system) 
ZFN − nukleaze cinkovih prstov (angl. zinc-finger nucleases) 
ZO − začetni oligonukleotid
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Rastlinske bolezni povzročajo različni rastlinski patogeni, kot so virusi, bakterije, oomicete, 
glive, nematode in parazitske rastline. Ti biotski dejavniki zmanjšujejo pridelke kmetijskih 
rastlin in s tem povzročajo gospodarsko škodo ter probleme pri varnosti preskrbe s hrano 
(Strange in Scott, 2005). Talna fitopatogena gliva Verticillium nonalfalfae, prej imenovana 
V. albo-atrum (Reinke in Berthold, 1879), spada v rod Verticillium, ki po zadnji taksonomski 
reviziji šteje deset fitopatogenih vrst (Inderbitzin in sod., 2011; Pegg in Brady, 2002), od 
katerih so najbolj patogene V. albo-atrum sensu stricto, V. dahliae, V. alfalfae, V. 
longisporum in V. nonalfalfae (Inderbitzin in sod., 2011). Vrste rodu Verticillium povzročajo 
verticilijsko uvelost na različnih kmetijskih rastlinah (Pegg in Brady, 2002; Talboys, 1987; 
Dolinar in Simončič, 1999). V rastlino vstopijo preko korenin, nato pa se razširijo po ksilemu 
ter povzročijo venenje, kloroze in nekroze, v končni fazi tudi propad rastlin (Pegg in Brady, 
2002; Cregeen in sod., 2015). Gliva V. nonalfafae povzroča največ škode na hmelju 
(Humulus lupulus L.), ki je pomembna kulturna rastlina v Sloveniji (Dolinar in Simončič, 
1999; Radišek in sod., 2006). Na slovenskih hmeljiščih sta opisana dva patotipa glive V. 
nonalfafae, blagi tip M ter letalni tip PV1 (Radišek in sod., 2003, 2004, 2006). Nedavni 
izbruhi letalnega patotipa in širjenje verticilijske uvelosti v hmeljiščih po Evropi 
predstavljajo resne probleme pri pridelavi hmelja.  
 
Najpomembnejši virulentni dejavniki gliv med okužbo in kolonizacijo gostiteljskih rastlin 
so encimi za razgradnjo celične stene, fitotoksini ter efektorji (Lo Presti in sod., 2015). 
Efektorji so kratki proteini, s katerimi patogeni organizmi modelirajo imunski odziv 
gostitelja. Rastline uporabljajo dve strategiji za zaznavanje patogenov. V prvem koraku 
govorimo o splošnem odzivu, kjer rastlina prepozna ohranjene molekulske vzorce patogenov 
(angl. pathogen associated molecular patterns, PAMP) s pomočjo receptorjev za 
prepoznavanje molekularnih vzorcev (angl. pattern recognition receptors, PRRs). Molekule 
PAMP so značilne mikrobne strukture, kot sta na primer glivni hitin in bakterijski flagelin. 
Prepoznavi sledi splošni obrambni odziv, imenovan z molekulami PAMP sprožena imunost 
(angl. PAMP triggered immunity, PTI). V drugem koraku lahko patogeni obidejo PTI preko 
dostave efektorjev v rastlinske celice, kar lahko sproži z efektorji povzročeno občutljivost. 
Rastline se na prisotnost efektorjev odzovejo specifično z aktivacijo znotrajceličnih 
receptorjev NLR (z levcinom bogate ponovitve, ki vežejo nukleotide; angl. nucleotide-
binding site/leucine-rich repeat), imenovani R-proteini. Le-ti direktno ali indirektno 
prepoznajo efektorje, kar privede do z efektorji sproženo imunost (angl., effector triggered 
immunity, ETI) (Chisholm in sod., 2006; Jones in Dangl, 2006). Rezultat te tekme 
prevladovanja med patogeni in gostitelji je zelo visoka raznolikost efektorskih molekul in 
ETI receptorjev (Jones in Dangl, 2006).  
 
Do sedaj je bilo v rodu Verticillium opisanih nekaj proteinov, povezanih z virulenco, med 
drugim encimi, ki razgrajujejo celično steno in na tak način omogočajo penetracijo v rastlino, 
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ter ostale molekule, kot so transkripcijski faktorji, kinaze, nekrozo inducirajoči proteini 
(proteini podobni nekrozo in etilen inducirajočemu proteinu 1 (Nep1), angl. necrosis- and 
ethylene-inducing protein 1-like protein, NLP), peroksidaze, proteini z LysM domenami in 
efektor Ave1 (Klimes in sod., 2015). Pred kratkim smo opisali tudi peroksidazo 
VnaPRX1.1277 in majhna sekretorna proteina VnaSSP4.2 ter VnaUn.279, ki imajo 
pomembno vlogo pri patogenezi glive V. nonalfalfae na hmelju (Flajšman in sod., 2016; 
Marton in sod., 2018). 
 
Poleg uporabe fitosanitarnih sredstev je edini učinkovit ukrep pri preprečevanju širjenja 
verticilijske uvelosti uporaba odpornih gostiteljev (Pegg in Brady, 2002; Radišek in sod., 
2006). Izhajajoč iz tega bi ugotovitve o mehanizmih delovanja glivnih virulentnih 
dejavnikov lahko prispevale k razumevanju poteka bolezni in mehanizmov odpornosti ter k 
razvoju novih ukrepov (Klosterman in sod., 2011; Mandelc in sod., 2013; Jakše in sod., 
2013). Zato je namen pričujoče raziskave identifikacija sekretornih kandidatnih efektorskih 
proteinov glive V. nonalfafae brez encimske aktivnosti in opredelitev njihove biološke vloge. 
 
Identifikacija kandidatnih efektorskih genov je potekala in silico s pomočjo 
bioinformacijskih orodij upoštevajoč predhodne rezultate naše raziskovalne skupine:  
- Anotirana genomska zaporedja glive V. nonalfalfae (Jakše in sod., 2018). 
- Transkriptomski podatki o interakciji med glivo V. nonalfalfae in hmeljem (Progar, 
2017; Dodatna datoteka 11). 
- Proteomska analiza diferencialno izraženih genov glive V. nonalfalfae, gojene v 
ksilem simulirajočem gojišču (Mandelc in Javornik, 2015).  
- Transkriptomski podatki letalnega patotipa glive V. nonalfalfae gojene in vitro v 
gojišču, ki simulira rastlinski ksilemski sok v primerjavi z blagim patotipom glive V. 
nonalfalfae (Jakše in sod., 2018). 
 
Raziskovalni cilji doktorske disertacije so bili: 
- Identifikacija kandidatnih sekretornih efektorskih proteinov glive V. nonalfalfae s 
pomočjo bioinformacijske analize na osnovi lastnosti znanih glivnih efektorskih 
molekul, ki nimajo encimske aktivnosti. 
- Potrjevanje biološke vloge kandidatnih sekretornih efektorskih proteinov pri razvoju 
verticilijske uvelosti hmelja z mutacijsko analizo. 
 
Pričakovali smo, 
- da bomo lahko z bioinformacijsko analizo genoma V. nonalfalfae na osnovi znanih 
lastnosti efektorskih molekul odkrili kandidatne efektorske gene, katerih produkti 
nimajo encimske aktivnosti, 
                                                 
1 https://bit.ly/2sTJbMr 
Marton K. In silico določitev in mutacijska analiza ... efektorjev ... glive Verticillium albo-atrum. 




- da geni, ki se nahajajo v regiji genoma specifičnega za visoko agresivne izolate glive 
V. nonalfalfae, značilno prispevajo k virulenci, 
- da so kandidatni efektorski geni vpleteni v patogenezo, saj smo pričakovali, da bodo 
njihovi delecijski mutanti, v primerjavi z divjim tipom glive, povzročili blažja 
bolezenska znamenja na občutljivi sorti.  
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 TAKSONOMIJA VRST RODU Verticillium 
 
Rod Verticillium je leta 1816 prvi opisal nemški mikolog Nees von Esenbeck. Poimenovanje 
rodu izhaja iz latinske besede verticillius, torej vreteno, saj glive tvorijo tipične vretenaste 
konidiofore, kar je razvidno iz Slike 1 (Inderbitzin in Subbarao, 2014). Nemška znanstvenika 
Reinke in Berthold sta leta 1879 opisala prvo patogeno vrsto iz rodu Verticillium, to je glivo 
Verticillium albo-atrum, ki je bila izolirana iz okuženih rastlin krompirja.  
 
 
Slika 1: Konidiofor in konidiji glive V. nonalfafae (Foto: Tina Svetek, 2013). 
Figure 1: Conidiophore and conidia of the fungus V. nonalfafae (Photo: Tina Svetek, 2013). 
 
Vrste rodu Verticillium so si morfološko precej podobne, kar močno otežuje njihovo 
razlikovanje in določanje vrst. Zato se je z uvedbo molekularnih tehnik v taksonomijo, 
predvsem z uporabo verižne reakcije s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) 
in njenih različic, izpopolnilo uvrščanje vrst v rodove tudi pri glivah. Za določanje vrst rodu 
Verticillium so bile uporabljene različne metode poleg določanja standardnih morfoloških 
lastnosti, razvrščanja v skupine vegetativne kompatibilnosti (angl. vegetative compatibility 
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group, VCG) (Leslie, 1993; Iglesias-Garcia in sod., 2013; Correll in sod., 1988; Clarkson in 
Heale, 1985) in analize jedrnih nukleotidnih zaporedij regij ribosomskih genov (notranji 
vmesnik prepisane ribosomske DNA, angl. internal transcribed spacer, ITS), še analize 
polimorfizmov dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. restriction fragment length 
polymorphism, RFLP) (Carder in Barbara, 1991; Typas in sod., 1992; Zare, 2003), analiza 
nukleotidnih zaporedij medgenskih vmesnikov (angl. intergenic spacer, IGS) (Collins in 
sod., 2003), analiza polimorfizmov dolžin pomnoženih fragmentov (angl. amplified 
fragment length polymorphism, AFLP) (Collins in sod., 2003; Radišek in sod., 2003), 
analiza naključno pomnožene polimorfne DNA (angl. randomly amplified polymorphic 
DNA, RAPD) (Bhat in Subbarao, 1999; Koike in sod., 1996) ter uporaba naslednje 
generacije določevanja nukleotidnih zaporedij (angl. next generation sequencing, NGS) 
(Faino in sod., 2015). 
 
Preglednica 1: Taksonomska uvrstitev rodu Verticillium (Inderbitzin in sod., 2011). 
Table 1: Taxonomy of the Verticillium genus (Inderbitzin et al., 2011). 









Rod Verticillium sensu stricto 
 
Zadnjo taksonomsko revizijo rodu Verticillium so opravili Inderbitzin in sod. (2011) na 
podlagi filogenetske analize variabilnih regij ITS, genov za elongacijski faktor 1α, za aktin, 
za triptofan sintazo in gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazo ter z upoštevanjem morfoloških 
lastnosti izolatov, obstoječe literature in herbarijskih dokazov. Vrste rodu Verticillium sensu 
stricto so uvrstili v družino Plectosphaerellacae, red Hypocreales, razred Sordariomycetes 
deblo Ascomycota v kraljestvo gliv, kot prikazuje Preglednica 1. V omenjen rod so uvrstili 
deset vrst: V. albo-atrum Reinke in Berthold (1879), V. alfalfae Inderbitzin in sod. (2011), 
V. dahliae Klebahn (1913), V. isaacii Inderbitzin in sod. (2011), V. klebahnii Inderbitzin in 
sod. (2011), V. longisporum (Stark) Karapapa in sod. (1997), V. nonalfalfae Inderbitzin in 
sod. (2011), V. nubilum Pethybridge (1919), V. tricorpus Isaac (1953) in V. zaregamsianum 
Inderbitzin in sod. (2011), od katerih so patogene V. albo-atrum sensu stricto, V. dahliae, V. 
alfalfae, V. longisporum in V. nonalfalfae (Inderbitzin in sod., 2011). Rod Verticillium sensu 
stricto so razdelili na dve sekciji glede na sposobnost tvorbe rumenega pigmenta (Inderbitzin 
in sod., 2011): 
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1. Flavexudans: rumeno obarvane hife 
- V. albo-atrum, 
- V. tricorpus, 
- V. isaacii, 
- V. klebahnii, 
- V. zaregamsianum. 
2. Flavnonexudans: neobarvane hife 
- V. alfalfae, 
- V. dahliae, 
- V. longisporum, 
- V. nonalfalfae, 
- V. nubilum.  
 
Na podlagi molekularnih metod so avtorji revidirane taksonomije rodu Verticillium uvedli 
pet novih vrst: tri v skupini Flavexudans V. zaregamsianum, V. isaacii in V. klebahnii ter dve 
novi vrsti, V. alfalfae in V. nonalfalfae v skupini Flavnonexudans, ki sta bili razdruženi iz 
vrste V. albo-atrum (Inderbitzin in sod., 2011). V Sliki 2 so predstavljeni sorodstveni odnosi 
med vrstami rodu Verticillium (Inderbitzin and Subbarao, 2014). V izogib zamenjavam pri 
poimenovanju vrst rodu Verticillium je EFSA leta 2014 izdala znanstveno mnenje, kjer vrste 
iz skupine V. albo-atrum poimenuje sledeče: V. albo-atrum sensu stricto, V. alfalfae in V. 
nonalfalfae. Vrsto V. albo-atrum pred novim poimenovanjem poimenuje V. albo-atrum 
sensu lato, ker v starejši literaturi ni jasno, za katero vrsto gre (Baker in sod., 2014). V 
raziskavi Inderbitzina s sod. so prišli do zaključka, da nekaj vrst ne spada v podrod 
Verticillium sensu stricto niti v rod Verticillium. Te so preimenovali in razvrstili drugače: V. 
nigrescens v Gibellulopsis nigrescens ter V. theobromae v Musicillium theobromae 
(Inderbitzin in Subbarao, 2014).  
 
V nalogi za obravnavano vrsto glive, razen v naslovu disertacije, uporabljamo novo ime V. 
nonalfalfae v soglasju z novo taksonomijo in identifikacijskimi analizami, izvedenimi v 
domačem laboratoriju (Inderbitzin in sod. 2011; Jeseničnik, 2014). 
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Slika 2: Filogenetsko drevo različnih vrst rodu Vertilicillium izdelano na podlagi ITS regij (notranji 
vmesnik prepisane ribosomske DNA) (številke v oklepajih predstavljajo število ITS sekvenc za 
posamezno vrsto) (Inderbitzin in Subbarao, 2014: 566). 
Figure 2: Phylogenetic tree of different species of the Verticillium genus based on ITS regions (internal 
transcribed spacer) (numbers in brackets represent the number of ITS sequences for each species) 
(Inderbitzin and Subbarao, 2014: 566). 
 
2.2 BIOLOGIJA VRST RODU Verticillium 
 
Vrste rodu Verticillium so ene izmed najbolj razširjenih askomicetnih rastlinskih patogenov 
na zemeljski obli. Nimajo dokazane spolne oblike razmnoževanja. Povzročajo verticilijsko 
uvelost, ki se kaže kot kloroze, nekroze in venenje gostiteljskih rastlin, ki so izključno 
dvokaličnice (Engelhard, 1957). Ta bolezenska znamenja so posledica nedelujočega 
prevodnega sistema rastlin, ki nastane zaradi razrasti micelija glive v ksilemu in obrambnega 
odgovora rastline (Klosterman in sod., 2009). V splošnem je rastline, okužene z vrstami rodu 
Verticillium, težko diagnosticirati na podlagi bolezenskih znamenj, saj povzročajo vrste rodu 
Fusarium tudi podobna znamenja (Fradin in Thomma, 2006). Verticilijska uvelost je ena 
izmed zelo pomembnih boleznih, saj vrste rodu Verticillium okužujejo veliko število 
kulturnih rastlin (Inderbitzin in Subbarao, 2014), zajedajo pa lahko tudi žuželke, ogorčice in 
druge glive. Na gojenih rastlinah povzročajo največ škode V. dahliae, V. longisporum in V. 
nonalfalfae. Omenjene vrste so posebno trdovratne, ker lahko preživijo v tleh v obliki trajnih 
organov tudi več let in povzročajo ponavljajočo ekonomsko škodo, kar v povprečju 
predstavlja od 10 do 15 % izpada pridelka. Za določene kulture, kot so bombaž, paprika, 
solata in krompir, lahko primanjkljaj pridelka presega tudi 50 % (Pegg in Brady, 2002). 
Posebej so izpostavljene trajnice, kot sta oljka in hmelj, katerih nasade lahko vrste rodu 
Verticillium popolnoma uničijo (Radišek in Javornik, 2011). Trenutno ne poznamo nobenih 
fungicidov, ki bi učinkovito zatirali bolezen po tem, ko je rastlina že okužena. 
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Gliva V. nonalfalfae izkorišča prav posebno ekološko nišo, saj živi v ksilemu gostiteljskih 
rastlin, kjer je na razpolago izredno malo hranilnih snovi. Poleg vrst rodu Verticillium živijo 
v ksilemu rastlin še gliva Fusarium oxysporum, ki okužuje ogromno gospodarsko 
pomembnih rastlin, gliva Ceratocystis fagacearum, ki povzroča venenje hrastovih dreves, 
ter glivi Ophiostoma ulmi in O. novo-ulmi, ki povzročata bolezni bresta (Klosterman in sod., 
2011). V ksilemu predstavljajo nitrati, sulfati in fosfati najbolj bogate anorganske anione, 
medtem ko so prevladujoči anorganski kationi kalcij, kalij, magnezij in mangan. V relativno 
nizkih količinah vsebuje ksilem tudi različne ogljikove hidrate, kot so glukoza, fruktoza, 
saharoza, maltoza, rafinoza, trehaloza in riboza. Od teh prvi trije našteti tudi predstavljajo 
glavni vir ogljikovih spojin za rast. Med drugimi vsebuje ksilemski sok tudi različne 
proteine, aminokisline in organske kisline, ki so lahko vir organskih in anorganskih hranil. 
Kljub temu se tekom dneva koncentracija hranil precej spreminja in se zelo razlikuje v 
različnih pogojih rasti rastline ter je odvisna od vrste gostiteljskih rastlin (Pegg in Brady, 
2002; Yadeta in Thomma, 2013). Največje pomanjkanje predstavljajo dušikove spojine, saj 
je amonija, glutamina in glutamata zelo malo. V primeru odsotnosti primarnih dušikovih 
spojin lahko glive izkoriščajo sekundarne vire, kot so nitrati, nitriti, purini, amidi, 
aminokisline in proteini, kar omogoča GATA transkripcijski faktor FNR1 (Yadeta in 
Thomma, 2013). Glive dostopajo do vira hranil tudi z encimi, ki razgrajujejo celično steno 
rastlin (angl. cell wall degrading enzymes, CWDEs), s katerimi lahko sprostijo vsebine 
bližnjih parenhimskih celic v ksilemski sok in, kot so pokazale raziskave, so genomi gliv F. 
oxysorum f. sp. lycopersici, V. dahliae in V. alfalfae obogateni z CWDE (Klosterman in sod., 
2011; Yadeta in Thomma, 2013). 
 
2.2.1 Morfologija glive V. nonalfalfae 
 
Morfološke značilnosti glive V. nonalfalfae (Inderbitzin in sod., 2011) so slednje. Gliva na 
krompirjevem dekstroznem agarju (angl. potato-dextrose agar, PDA) oblikuje kolonije, ki 
po dveh tednih zrastejo 3,5–5,5 cm premera. Sprva so bele, potem ko se začnejo razvijati 
trajni organi, ki potemnijo zaradi melanizacije glivnega micelija. Micelij glive V. nonalfalfae 
je prikazan na Sliki 3. 
- Tvorijo veliko zračnega micelija v obliki lasnih šopov ali belega prahu. 
- Hife imajo gladko steno širine 1,5–3 μm. 
- Medsebojna oddaljenost vretenc je 50–160 μm, pri apeksu so bližje. Sestavlja jih 2–5 
fialid, ki izraščajo prečno iz septuma. Apikalna vretenca so sestavljena iz ene apikalne in 
več lateralnih fialid. 
- Konidiofori so pokončni ali poševni, so razvejani ali nerazvejani, rjavo obarvani pri bazi, 
hialinski, do 11 μm široki. V dolžino merijo 70–570 μm in 4,5–6,5 μm v širino. Proti 
apeksu se zožijo na 2–2,5 μm.  
- Na konidioforih je 2–6 konidiogenih celic. Konidiji so hialinski, imajo gladko steno 
cilindrične oblike z okroglimi ali ovalnimi vrhovi. Njihove dimenzije so 6,0 ± 1,0 μm × 
3,0 ± 0,5 μm, akumulirajo pa se pri koncu fialid.  
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- Trajni micelij je temno obarvan, sestavljajo ga rjavo obarvane hife širine 9 μm.  
 
 
Slika 3: Micelij glive V. nonalfalfae gojena na ½ CD gojišču. 
Figure 3: Fungus V. nonalfalfae grown on ½ CD medium. 
 
Vrsti V. nonalfalfae in V. alfalfae sta morfološko nerazločljivi, kažeta pa morfološko 
podobnost z V. albo-atrum sensu stricto. Najbolj zanesljiva razlika med V. nonalfalfae in V. 
alfalfae je v njuni patogenosti, saj V. alfalfae okužuje izključno lucerno, dočim ima V. 
nonalfalfae širši spekter gostiteljev (Inderbitzin in sod., 2011). 
 
2.2.2 Razvojni krog glive V. nonalfafae 
  
Vrste rodu Verticillium so hemibiotrofi in njihov razvojni krog lahko razdelimo na tri faze 
(Fradin in Thomma, 2006; Pegg in Brady, 2002; Reusche in sod., 2012):  
 
1) Dormantna faza poteka v obliki trajnih struktur, ki so inhibirane z mikrobiostazo 
ali mikrostazo. Inhibicija se prekine z zaznavo odvečnih ogljikovih in dušikovih 
eksudatov, ki jih korenine rastlin izločajo v rizosfero.  
 
2) Biotrofna faza se začne, ko trajne strukture vzkalijo in vstopijo v rastlino preko 
vrha korenin ali na mestu tvorbe lateralnih korenin (Bishop in Cooper, 1983). Točnega 
mehanizma vstopa glive V. albo-atrum sensu lato ne poznamo, je pa način vstopa zelo 
dobro opisan za glivo V. dahliae, za katero je značilno, da se različno pripne na 
rastlino, odvisno od gostitelja. Gliva V. dahliae raste longitudinalno ob koreninah 
repnjakovca (Arabidopsis thaliana), kar je razvidno iz Slike 4. Hife ponekod odebelijo, 
čemur pravimo hipopodiji, in tvorijo ozko penetracijsko odprtino, preko katere 
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izločajo različne snovi in ki omogoča razrast glive po rastlini (Zhao in sod., 2014). V 
oljni repici se konidiji glive V. dahliae pripnejo na cono koreninskih laskov (Eynck in 
sod., 2007). Na bombažu se spore glive V. dahliae pritrdijo na koreninski meristem ali 
elongacijske cone (Zhang in sod., 2012). Vallad in Subbarao sta opazila oblikovanje 
apresorijev glive V. dahliae v zeleni solati (Vallad in Subbarao, 2008), kar je v 
nasprotju z raziskavo Zhang in sodelavcev (2012) na bombažu, kjer apresorije niso 
zaznali. Izkazalo se je, da za uspešno penetracijo gliva V. dahliae ne potrebuje 
poškodovanih korenin (Eynck in sod., 2007; Zhao in sod., 2014). Pri bombažu V. 
dahliae najprej vstopi v epidermalne celice, sledi kolonizacija kortikalnega tkiva 
korenin, nato pa penetracija floema in ksilema (Zhang in sod., 2012). Po prehodu hife 
v prevodno tkivo poženejo konidiofori, na katerih se tvorijo fialide s sporami, ki 
potujejo po rastlini s ksilemskim vlekom. Spore se ujamejo na mestih, kjer ksilem 
zamašijo tiloze, in začnejo kaliti v micelij, ki nadalje tvori spore in tako kolonizacija 
gostiteljske rastline razmeroma hitro napreduje (Bishop in Cooper, 1983). V 
dosedanjih raziskavah se je izkazalo, da potrebujejo vrste rodu Verticillium od 2 do 4 
dni za vstop v ksilemske elemente korenin in še en dodaten dan, da se razširijo po 
sosednjih ksilemskih elementih in da sporulirajo, seveda to zavisi od posameznega 
patosistema (Chen in sod., 2004; Fradin in Thomma, 2006; Zhao in sod., 2014). 
Približno po enem tednu rastline sprožijo različne obrambne mehanizme, ki jih gliva, 
ki okužuje neodporen kultivar, zlahka obide (Chen in sod., 2004).  
 
3) Nekrotrofna faza nastopi, ko začne gliva nekrotizirati tkivo gostiteljske rastline. 
Na tej stopnji gliva kolonizira tudi poganjke. Glive V. albo-atrum sensu lato 
proizvajajo spore, ki se lahko širijo z zračnimi tokovi in tako se cikel bolezni nadaljuje 
(Jiménez-Díaz in Millar, 1988). Gliva V. dahliae proizvede ogromno 
mikrosklerocijev, ki se sprostijo v zemljo z razkrojom rastline in lahko tam preživijo 
od 10 do 15 let (Wilhelm, 1955). Glive V. albo-atrum sensu lato preživijo v tleh v 
obliki trajnih micelijskih struktur od 4 do 5 let, lahko pa tudi prezimijo v obliki micelija 
v organih trajnic (v gomoljih, čebulicah in semenih) (Fradin in Thomma, 2006). 
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Slika 4: Longitudinalna razrast hif glive V. dahliae ob koreninah Arabidopsisa in zadebeljen hipopodij 
(Zhao in sod., 2014). 
Figure 4: Longitudinal growth of the hyphae of fungus V. dahliae in the roots of Arabidopsis, and swollen 
hypopodium (Zhao et al., 2014). 
2.2.3 Hmelj in verticilijska uvelosti hmelja 
Gliva V. nonalfalfae je primarni patogen hmelja (Humulus lupulus, L.) (Flajšman in sod., 
2017). Po podatkih iz leta 2016 (Statistični urad Republike Slovenije; 2017) v Sloveniji 
hmelj gojimo v Savinjski dolini, na področju Koroške in Podravja (Radišek in Javornik., 
2004) na 1.485 hektarjih skupne površine. Hmelj je dvodomna trajna dvokaličnica, ki se 
ovija s pomočjo stebelnih trihomov ter lahko zraste tudi več kot 7 m v višino (Neve, 1991). 
Najpogosteje se uporablja v pivovarstvu ter v farmacevtski industriji. Storžki, ki se tvorijo 
na ženskih rastlinah, vsebujejo sekundarne metabolite hmelja, to so hmeljne kisline oz. 
smole, tanini in eterična olja, ki dajejo pivu značilen okus, grenkobo, aromo in ga 
konzervirajo, delujejo pa tudi pomirjevalno (Stevens in Page, 2004). Resno oviro pridelavi 
hmelja predstavlja prav gliva V. nonalfalfae, ki povzroča verticilijsko uvelost (Radišek in 
sod., 2003). Po 20–40 dneh okužbe se razvijejo vidna bolezenska znamenja na občutljivih 
sortah hmelja, kar kaže Slika 5 A, B.  
Kolonizacija hmelja z glivo V. nonafalfae se začne s kolonizacijo korenin. Največ glivne 
biomase je v koreninah mogoče zaznati 10 dni po inokulaciji, nato pa glivna biomasa upada 
do 30. dne, vendar količina glive strmo narašča v nadzemnih delih neodpornih rastlin. V 
odporni sorti hmelja pa je mogoče zaznati največ glivne biomase v koreninah po 15. dnevu, 
v steblu pa je detekcija glive izjemno nizka, kar kaže na to, da se gliva ne širi po nadzemnih 
delih rastline, kot je razvidno iz Slike 6 (Cregeen in sod., 2015). 
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Slika 5: Hmeljišče; A: Zdrave rastline hmelja in rastline okužene z V. nonalfalfae; B: Bolezenska 
znamenja verticilijske uvelosti na hmelju: kloroza in nekroza (Foto: Radišek S., 2015). 
Figure 5: Hop field; A: Healthy hops and hops infected with V. nonalfalfae; B: Simptoms of verticillium 
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Slika 6: Kvantifikacija glivne biomase V. nonalfafae v koreninah (R) in dveh izsečkih stebla (N1, N2) 
odporne (Wye Target, WT) in neodporne (Celeia) sorte hmelja v časovnem poteku po inokulaciji je 
pokazala povečano biomaso glive v stebelnih izsečkih neodpornih rastlin. V odpornih rastlinah je bilo 
mogoče glivo zaznati le v koreninah, največ po 15 dneh okužbe (Cregeen in sod., 2015). 
Figure 6: Quantification of fungal biomass of V. nonalfafae in roots (R) and two shoot sections (N1, N2) 
of resistant (Wye Target, WT) and susceptible (Celeia) hop cultivars over time course post inoculation 
showed increased biomass of the fungus in shoot sections of susceptible plants. In resistant plants, the 
fungus was only found in the roots, with a peak at 15 dpi (Cregeen et al., 2015). 
 
Hmelj okužujeta dva patotipa glive V. nonalfalfae, ki povzročata blago in letalno obliko 
bolezni. Pri blagi obliki bolezni, ki je bila v Sloveniji odkrita leta 1974, se bolezenska 
znamenja začnejo izražati junija in trajajo do konca rastne sezone. Kažejo se kot venenje 
spodnjih listov, ki se čez čas širijo proti vrhu rastline, lateralni poganjki pa ostanejo običajno 
neprizadeti. Za blago obliko je značilna hiperplazija, torej nenormalno debeljenje trt, pojavi 
se hrapavost in pokanje skorje. Pri prerezu okužene trte opazimo rjavo prevajalno tkivo, ki 
je iz zunanje strani neprizadeto. Take rastline praviloma ne odmrejo in naslednjo pomlad 
odženejo (Radišek in sod., 2006). Leta 1997 pa se je prvič pojavila letalna oblika bolezni, ki 
jo povzroča letalni (PV1) patotip V. nonalfalfae. Okužba se razširi zelo hitro, po 2‒3 tednih 
se razvijejo bolezenska znamenja tudi na stranskih poganjkih, kar se kaže v sušenju rastline 
in odpadanju listov. Te rastline ne zadebelijo, vendar pri prerezu stebla opazimo močno 
porjavelo celotno prevajalno tkivo. Okužijo se vse trte. En del rastlin propade že čez zimo, 
preživele pa odmrejo naslednjo sezono v 2–3 tednih po pojavu bolezenskih znamenj 
(Radišek in sod., 2003, 2004, 2006). Podoben trend, torej najprej pojav blage oblike in nato 
letalne, so opazili tudi v Angliji. Prvi zapis okužbe hmelja z blago obliko glive V. albo-atrum 
sensu lato sega v leto 1924 v Anglijo (Harris, 1927). Le nekaj let kasneje, leta 1933, je prišlo 
do pojava letalne oblike, ki je popolnoma uničila nasade hmelja v Kentu (Isaac in Keyworth, 
1948; Sewell in Wilson, 1984). Natančnejše analize patogenosti posameznih sevov so 
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agresivnostjo, ki pa so bili med drugim posledica gojenja odpornih kultivarjev hmelja 
(Sewell in Wilson, 1984; Clarkson in Heale, 1985). V Nemčiji se je letalna oblika bolezni 
pojavila leta 2005 (Seefelder in sod., 2009). Blagi izbruhi okužbe z glivo V. albo-atrum 
sensu lato ali V. dahliae so se pojavili tudi na Poljskem, v Belgiji, v Franciji, na Novi 
Zelandiji in v ZDA (Neve, 1991).  
 
2.3 MOLEKULARNE INTERAKCIJE MED GOSTITELJSKIMI RASTLINAMI IN 
GLIVAMI 
 
Rastline so neprestano izpostavljene različnim stresom, od okoljskih vplivov do potencialnih 
škodljivcev in patogenov, in so zato razvile učinkovite strategije obrambe. Posebnih, 
specializiranih imunskih celic nimajo, zato pa je njihovo preživetje odvisno od zelo 
sofisticiranega prirojenega imunskega sistema (Berne in Javornik, 2016; Jones in Dangl, 
2006). V prvem koraku gre za splošen odziv, kjer rastlina s pomočjo receptorjev za 
prepoznavanje molekulskih vzorcev (angl. pattern recognition receptors, PRRs) prepozna 
ohranjene molekulske vzorce patogenov (angl. pathogen associated molecular patterns, 
PAMP) ali molekulske vzorce, povezane s poškodbami (angl. damage-associated molecular 
patterns, DAMPs). Molekule PAMP so značilne mikrobne strukture, kot sta na primer 
bakterijski flagelin in glivni hitin. Prepoznava vodi v splošni obrambni odziv, imenovan z 
vzorci sprožena imunost (angl. pattern triggered immunity, PTI) (Jones in Dangl, 2006).  
 
Uspešni patogeni obidejo PTI s sekrecijo efektorjev, hidrolitičnih encimov ali toksinov, kar 
zatre ali moti signalizacijsko kaskado obrambnih mehanizmov rastline (Jones in Dangl, 
2006). V kolikor patogenu uspe premagati PTI rastline, gostitelj preide na drugo stopnjo 
obrambe z vključitvijo različnih rezistentnih oziroma receptorskih proteinov. Drugi stopnji 
rastlinske obrambe pravimo z efektorji sprožena imunost (angl. effector triggered immunity, 
ETI), ki se izraža v obliki preobčutljivostnega odziva (angl. hypersensitive response, HR) 
oziroma splošnega imunskega odziva (angl. pathogenesis-related genes, PRs) (Chisholm in 
sod., 2006; Jones in Dangl, 2006; Stergiopoulos in de Wit, 2009; Wu in sod., 2014). Iz teh 
interakcij izhaja velika raznolikost efektorskih molekul patogenov in rastlinskih rezistentnih 
oz. receptorskih proteinov, predvsem tipa NLR (z levcinom bogate ponovitve, ki vežejo 
nukleotide; angl. nucleotide-binding site-leucine-rich repeat). Zapletena mreža signalnih 
poti pretvori te vhodne signale v široko paleto imunskih odgovorov, ki uravnavajo obrambni 
odziv pri PTI in aktivirajo ETI s proizvodnjo ROS (reaktivne kisikove spojine), z aktivacijo 
z mitogenom aktiviranih proteinskih kinaz (MAP kinaze), s signalizacijo pogojeno s Ca2+, s 
produkcijo fitohormonov in z obsežnim traskripcijskim reprogramiranjem (Berne in 
Javornik, 2016; Jones in Dangl, 2006; Rodriguez in sod., 2010; Wu in sod., 2014). 
 
Mnenja o imunskem odzivu rastline na okužbo s patogenom se razlikujejo predvsem v 
časovnih komponentah interakcije med gostiteljem in patogenom. Nekateri zagovarjajo zig-
zag model (Chisholm in sod., 2006; Jones in Dangl, 2006), kjer se zgodi nek odgovor 
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patogena na obrambne mehanizme rastline, na katerega rastlina ponovno odgovori in nanj 
nato patogen, kar se odvija v neskončnost in je zgoraj opisano s PTI in ETI. Drugi avtorji so 
mnenja, da se odzivi dogajajo hkrati in da je težko potegniti jasno črto med njimi (Cook in 
sod., 2015). Cook in sodelavci predlagajo invazijski model, v katerem receptorje gostitelja 
imenujejo receptorji invazijskih vzorcev (angl. invasion pattern receptor, IPR), ki zaznajo 
invazijske vzorce patogena (angl. invasion pattern, IP). Pri tem predlagajo, da lahko čisto 
vsaka molekula patogena igra vlogo IP in je lahko potencialno zaznana z IPR. Invazijski 
model ne klasificira odziva po PTI in ETI, ampak ju uvršča v različna območja glede na 
odziv (šibek do močan), glede na filogenetsko ohranjenost (ozka do široka), glede na 
specifičnost patogena (od seva do kraljestva) in glede na signalizacijo (specifična do 
skupna). Pri invazijskem modelu lahko ločimo med IP in med molekulami, ki procesirajo ali 
proizvajajo IP (npr. pektin je primarno sestavni del celične stene, vendar so 
oligogalakturonidni fragmenti, ki nastanejo ob razgradnji pektina, molekule IP). Druga zelo 
pomembna novost modela je, da z invazijskimi vzorci sproženi odzivi (angl. IP-triggered 
response, IPTR) ne vodijo vedno do imunskega odziva. V splošnem lahko rečemo, da sta 
možna dva izida: interakcija med patogenom in gostiteljem se konča ali se nadaljuje. Ta dva 
izida posredujejo trije mehanizmi s stališča patogena: a) neuspeh pri zatiranju IPTR, b) 
zatiranje IPTR, c) uporaba IPTR (Cook in sod., 2015). 
 
2.3.1 Ave1 in Ve1 - primer interakcije med patogenom in gostiteljem 
 
Najbolje raziskana interaktorja v patosistemu Verticillium spp. in gostiteljske rastline sta 
efektor glive V. dahliae (rasa 1) Ave1 in paradižnikov ekstracelularni receptorju podoben 
protein (angl. receptor like protein, RLP), bogat s ponovitvami levcina (angl. leucin rich 
repeat, LRR) (LRR-RLP), Ve1. Po filogenetskih študijah sodeč ima Ave1 veliko ortologov 
v rastlinah in malo v glivah, kar kaže na to, da je gliva V. dahliae ta efektorski protein 
privzela od rastlin s horizontalnim prenosom (de Jonge in sod., 2012). Ob okužbi Ve1 
paradižnika z V. dahliae sev 1 pride do interakcije med imunskim receptorjem Ve1 in 
aviruletnim efektorjem Ave1, kar sproži signalizacijsko kaskado, ki se izrazi kot specifičen 
imunski odziv. Poleg receptorja Ve1 sta za sprožitev signala pomembni dve receptorju 
podobni kinazi (angl. receptor-like kinase, RLK), in sicer neobhodna SOBIR1/EVR kinaza 
(angl. supressor of BIR1-1/evershed) in RLK BIR1 (angl. BAK1-interacting receptor-like 
kinase 1), ki je negativni regulator imunskih odzivov v rastlini in interagira s SERK3/BAK1 
(angl. somatic embryogenesis receptor-like kinase 3/brassinosteroid-associated kinase 1) 
(Liebrand in sod., 2013). Poleg tega so potrebni za signalizacijsko pot v paradižniku še geni 
EDS1 (gen za povečano občutljivost na bolezen 1, angl. enhanced disease susceptibility 1), 
MEK2 (map kinaza 2), NDR1 (za patotip nespecifičen gen za odpornost na bolezen 1, angl. 
non-race-specific disease resistance), NRC1 (z levcinom bogate ponovitve, ki vežejo 
nukleotide, potrebne za HR, angl. nucleotide binding leucine rich repeat protein required for 
HR-associated cell death) in ACIF1 (F-box protein) (de Jonge in sod., 2012; Fradin in sod., 
Marton K. In silico določitev in mutacijska analiza ... efektorjev ... glive Verticillium albo-atrum. 




2009; Liebrand in sod., 2013; Luo in sod., 2014; Zhang in sod., 2013). Model interakcij med 
V. dahliae in paradižnikom je predstavljen v Sliki 7. 
 
 
Slika 7: Shema interakcije efektorja Ave1 (V. dahliae) in LRR-RLP Ve1 (paradižnik): a) sekrecija Ave1, 
avirulentnega efektorja glive V. dahliae, ki interagira z receptorjem Ve1 paradižnika, b) Serk3/Bak1 in 
SOBIR1/EVR so receptorju podobne kinaze, ki so pomembne za s prožitev imunskega odziva preko Ve1, 
c) Geni, potrebni za signalizacijo z Ve1 (Luo in sod., 2014: 6927). 
Figure 7: Diagram of the interaction of Ave1 effector (V. dahliae) and LRR-RLP Ve1 (tomato): a) 
secretion of Ave1, avirulent effector of V. dahliae that interacts with Ve1 of the tomato, b) Serk3/Bak1 
and SOBIR1/EVR are receptor-like protein kinases that are important for triggering an immune 
response via Ve1, c) genes needed for Ve1 signalling (Luo et al., 2014: 6927). 
 
2.4 SESTAVA FITOPATOGENIH GLIVNIH SEKRETOMOV 
 
Z bioinformacijskimi orodji na podlagi genomskih, proteomskih in RNA-Seq podatkov 
lahko določimo sestavo fitopatogenih sekretomov. Te informacije nam lahko povedo veliko 
o življenjskem stilu glive, lahko dobimo vpogled v proteom, sekretom, efektorje, evolucijo 
efektorjev in prilagodljivost patogena (Lo Presti in sod., 2015). Ni potrebno poudarjati, da 
je bilo takih študij, narejenih do danes, ogromno (Klosterman in sod., 2011; Saunders in 
sod., 2012; Mesarich in sod., 2015; de Jonge in sod., 2011; Krijger in sod., 2014; Brown in 
sod., 2012; Zhao in sod., 2013; Anderson in sod., 2017; Deng in sod., 2017).   
 
Do razlik med glivami pride že v velikosti proteomov, torej številu genskih modelov, ki 
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življenjskem stilu. Ugotovili so, da je za 23 različnih hemibiotrofnih gliv povprečje velikost 
proteoma 14196, od najmanjšega, ki šteje 10220 proteinov glive Cochliobolus sativus, do 
največjega, ki šteje 27275 proteinov glive Zymoseptoria tritici. Ta številka je nekoliko višja, 
kot je povprečje za vključenih 68 askomicetnih gliv, kar znaša 11618 proteinov. Za naš 
letalen izolat T2 glive V. nonalfalfae so Shi-Kunne in sod. (2018) že določili 11029 genskih 
modelov na podlagi naših naloženih genomskih podatkov, vendar brez RNA-Seq podatkov. 
 
Fitopatogene glive lahko z efektorji modulirajo imunski odziv gostiteljskih rastlin, zato 
izločajo v apoplast in citoplast različen nabor proteinov (Seidl in sod., 2015), ki jih glive 
uporabljajo poleg omenjenega še za penetracijo v gostitelja, za dostop hranil, za vpliv na 
translacijo genov gostitelja, za razkroj ali nevtralizacijo molekul in tako dalje (Lo Presti in 
sod., 2015; Kubicek in sod., 2014). Ti proteini so še posebej zanimivi za študije, zato je 
potrebno določiti tudi sekretom gliv. Krijger in sod. (2014) so analizirali delež sekretoma 
glede na proteom 29 gliv in ugotovili, da sekretom predstavlja od 2,9 % do 12,1 % proteoma, 
kar je v povprečju 7,4 %. Podobne odstotke so dobili za 11 gliv poddebla Pezizomycotina, 
kar je znašalo od 3,7 % do 12,1 % proteoma, v povprečju 7,3 %. Vendar je večina efektorjev 
majhnih proteinov, zato so procentualno določili še te. Večina proteinov sekretoma je bila 
manjša od 500 aminokislin (od 62,8 % za Sporobolomyces roseus do 86,4 % za Rhizopus 
oryzae). Ugotovili so, da so proteini, krajši od 100 aminokislin, obogateni v poddeblu 
Pezizomycotina, saj jih je bilo glede na sekretom v povprečju 10‒15 %. 
 
Sestava sekretoma se med glivami z različnimi življenjskimi stili tudi razlikuje. Hemibiotrofi 
in nekrotrofi so znani po tem, da imajo v svojem sekretomu večji delež encimov za 
razgradnjo celične stene (anlg. cell wall degrading enzymes, CWDEs) v primerjavi z biotrofi 
in saprofiti. O obogatenih CWDE poročajo tudi v genomih V. alfalfae in V. dahliae 
(Klosterman in sod., 2011). To je povezano z nekrotrofno fazo življenjskega stila, kjer glive 
živijo, se hranijo na odmrlih tkivih rastlin (Lo Presti in sod., 2015; Kubicek in sod., 2014). 
O CWDE pišemo obširneje v naslednjem podpoglavju 2.4.1. 
 
Razen CWDE so precej pomembni tudi glivni hidrofobini, to so majhni, s cisteinom bogati 
proteini, ki so vpleteni v virulenco fitopatogenih gliv (Deng in sod., 2017). V sekretomu 
glive C. fulvum so jih našli 11, v glivi Dothistroma septosporum pa 4 (de Wit in sod., 2012).  
 
Kar se tiče preživetja patogena v gostitelju, mora le-ta kodirati v sekretomu tudi proteaze, s 
katerimi se bojuje proti gostiteljevim odzivom v obliki proteinov (Deng in sod., 2017). Tako 
lahko na primer patogen s proteazami uniči gostiteljeve hitinaze, kot je pri interakciji med 
F. oxysporum f. sp. lycopersicii in med paradižnikom. F. oxysporum f. sp. lycopersicii izloča 
serinske proteaze in metaloproteaze, s katerimi inaktivira hitinazo paradižnika s hitin 
vezavnimi domenami, in tako se zatre imunski odziv rastline (Jashni in sod., 2015). Proteaze 
klasificira podatkovna baza MEROPS (Rawlings in sod. 2016), ki jih razdeli na serinske, 
metalopeptidaze, asparaginske, cisteinske, treoninske in ostale neznane peptidaze. Poleg 
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proteaz so pomembne tudi lipaze, ki so ključnega pomena pri različnih rastlinskih patogenih 
glivah, saj omogočajo penetracijo skozi kutikulo (Ohm in sod., 2012; Deng in sod., 2017). 
Poleg tega prispevajo signalne lipide in tako modulirajo imunski odziv rastline (Shah, 2014). 
Sekretom glive V. nonalfalfae je obogaten s proteazami in lipazami (Mandelc in Javornik, 
2015). Kutinaze so prisotne v sekretomih fitopatoenih gliv iz podobnega primarnega razloga 
kot lipaze, torej zaradi lažje penetracije skozi kutikulo (Deng in sod., 2017). Vendar so v 
nekaterih primerih pokazali povezavo med kutinazami in signalizacijo ter pritrditvijo spor z 
zaviranjem nalaganja kaloze in z razgradnjo rastlinske kutikule med penetracijo (Ohm in 
sod., 2012; Serrano in sod., 2014; Blümke in sod., 2014). 
 
Naslednja skupina encimov, ki jih je v sekretomu V. nonalfalfae v večjem deležu, so 
oksidoreduktaze. To so encimi, ki katalizirajo transfer elektronov med molekulami in so tako 
vpleteni v zelo različne procese (Heard in sod., 2015). Oksidoreduktaze nevtralizirajo 
reaktivne kisikove spojine (ROS), ki jih kot odgovor izločajo rastline (Heard in sod., 2015; 
Williams in sod., 2011). Mandelc in Javornik (2015) poročata o velikem številu FAD 
odvisnimi oksidoreduktazami in GMC okisdoreduktaz v sekretomu glive V. nonalfalfae.  
  
Alternativno se s hitinazami gostitelja glive borijo tudi preko LysM domen, ki imajo afiniteto 
vezave na hitin (Denag in sod., 2017). LysM domena se veže na sproščen glivni hitin, ki 
potem ne more aktivirati rastlinskega odziva PTI. Prvi opisan efektor z LysM domeno je 
Ecp6 glive C. fulvum (Bolton in sod., 2008; Sanchez-Vallet in sod., 2013), vendar je domena 
razširjena po celotnem kraljestvu gliv (Kombrink in sod., 2013). 
 
Glive lahko uporabljajo tudi NLP proteine (proteini podobni Nep1 (angl. Nep1-like 
protein)), ki so sekretorni proteini, ki se izločajo v ekstracelularno področje gostiteljskih 
rastlin, kažejo citolitičen efekt na rastlinske celice dvokaličnic ter ciljajo rastlinsko 
specifične sfingolipide (Lenarčič in sod., 2017). Potrebujejo jih predvsem hemibiotrofi in 
nekrotrofi. NLP-ji in LysM proteini spadajo med efektorje, s katerimi gliva modulira 
imunski odziv rastline. Različne vrste efektorjev natančneje opišemo v naslednjem poglavju 
2.5. 
 
2.4.1 Encimi za razgradnjo celične stene 
 
Encimi za razgradnjo celičnih sten (CWDE) poleg življenjskega sloga omogočajo tudi 
kolonizacijo gostiteljskih rastlin. Rastlinska celična stena je sestavljena iz pektina, 
hemiceluloze, lignina ter strukturnih proteinov, zato patogeni izločajo pektinaze, ksilanaze, 
celulaze, glukanaze, proteaze, kutinaze in lipaze, torej CWDE (di Pietro in sod., 2009; 
Kubicek in sod., 2014). Sestava celične stene rastlin pa se močno razlikuje med 
enokaličnicami in dvokaličnicami, zato imajo tudi patogeni, ki okužujejo samo enokaličnice 
ali samo dvokaličnice, na voljo različen nabor CWDE. Dvokaličnice, na primer, imajo več 
pektina v svojih celičnih stenah, zato imajo tudi patogeni dvokaličnic več genov, ki kodirajo 
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pektinaze, v primerjavi s patogeni enokaličnic. To v splošnem velja za naslednje patogene: 
Nectria haematococca, V. albo-atrum in V. dahliae. Vendar podobne korelacije ne vidimo 
pri vsebnosti hemiceluloz v genomih patogenov, čeprav je delež hemiceluloz v sestavi 
celičnih sten enokaličnic in dvokaličnic različen. Encime, katerih substrati so ogljikovi 
hidrati, klasificira podatkovna baza CAZy (encimi ogljikovih hidratov, angl. carbohydrate 
active enzymes) (Pliego in sod., 2013), ki encime, ki hidrolizirajo glikozidne vezi v 
oligosaharidih in polisaharidih, klasificira kot GH, torej glikozid hidrolaze. Med CWDE 
prištevamo tudi encime, ki vršijo nehidrolitično cepitev glikozidnih vezi, ki jih poimenujemo 
polisaharid liaze, in jih v podatkovni bazi CAZy označujejo s PL (Kubicek in sod., 2014).  
 
Zhao in sod. (2013) so raziskali genom 103 gliv, da bi odkrili vsebino CWDE glede na njihov 
življenjski stil. Ugotovili so, da na splošno fitopatogene glive vsebujejo veliko število 
encimov, ki kažejo podobnosti s podatkovno bazo CAZy, kot so: esteraze ogljikovih 
hidratov (CE5 kutinaze in ksilan esteraze) in pektat liaze (PL1). Vendar pa je bilo 
ugotovljenih tudi nekaj malenkostnih razlik. Na primer, genomi biotrofnih gliv, ki 
pridobivajo hranila iz živih tkiv rastlin, imajo najmanjše število CAZy encimov in so brez 
GH6 celobiohidrolaz, brez litičnih polisaharid monoksigenaz, ki vsebujejo baker v kategoriji 
GH61, brez GH78 β-glukanaz in brez pektat liaz skupin PL1 in PL3. Vendar je biotrofna 
gliva C. fulvum pomembna izjema pri tej posplošitvi, saj njen genom vsebuje večje število 
CAZy encimov v β-glukozidazni družini (GH3), več α-glukozidazah (GH31), več α-L-
arabinofuranozidaz (GH43), več endo-α-L-arabinanaz ter več β-D-ksilozidaz. Fitopatogene 
glive imajo manj GH76 α-1,6-mananaz in encimov s celulozo vezavnimi domenami CBM1 
ali hitin vezavnimi domenami CBM18 in hitin ali peptidoglikan vezavnimi domenami 
CBM50. Včasih se te vezavne molekule pojavljajo v kombinaciji z različnimi CAZy encimi, 
kar lahko prispeva k zmanjšanju sproščanja hitinov, za katere je znano, da vodijo do odziva 
obrambe gostiteljskih rastlin (Amselen in sod., 2011). Vendar pa so nekrotrofni rastlinski 
patogeni, ki pridobivajo hranila iz mrtvih gostiteljskih celic, karakterizirani z najvišjim 
številom in raznolikostjo CAZy encimov v njihovih genomih.  
 
Deng in sod. (2017) poročajo o sestavi proteoma in sekretoma patogenih gliv Venturia pirina 
in Venturia inaequalis, ki povzročajo škrlup na hruškah in jablanah. Podobno kot Zhang in 
sod. (2013) poročajo o obogatenih CAZy encimov v sekretomu gliv Venturia pirina in 
Venturia inaequalis. Najbolj so zastopane kategorije vezavnih domen (CBM), karbohidrat 
esteraz (CE), glikozid hidrolaz (GH), polisaharid liaz (PL) in glikozil transferaz (GT). Od 
teh je med CBM največ CBM2, CBM1 in CBM13 domen, ki imajo specifičnost na ogljikove 
hidrate celičnih sten rastlin. Od CE je najbolj pogosta CE5 domena, ki prestavlja kutinaze, 
od GH pa GH3 in GH5 domeni, ki sta specifični za β-glikane ter GH43, ki predstavlja 
pektinaze in hemicelulaze. Malo manj specifične so bile vezavne domene na hitin. 
 
CWDE lahko igrajo tudi efektorsko vlogo (Zhao in sod., 2013). V primeru oomicete 
Phytophtora sojae igra protein, ki spada v glikozid hidrolazno družino 12, PsXEG1 vlogo 
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PAMP molekule. PsXEG1 inducira odziv rastline preko BAK1, kar pa lahko oomiceta zavre 
z izločanjem RXLR efektorjev (Paulus in sod., 2017). 
2.5 PREGLED ZNANIH EFEKTORJEV 
Fitopatogene glive izločajo številne sekretorne molekule, kot so hidrolitični encimi, majhne 
efektorske molekule, toksični proteini in sekundarni metaboliti, ki vplivajo na celično 
strukturo in celične funkcije gostitelja ter prispevajo k širjenju okužbe in k sprožitvi 
obrambnih mehanizmov rastline (Kamoun, 2009). V širšem smislu z izrazom efektorji 
opredelimo sekretorne proteine, ki zavrejo imunski odziv rastlinskih gostiteljev ter 
modulirajo fiziologijo rastlin z namenom kolonizacije patogenih organizmov in njihovo 
preskrbo s hranili (Lo Presti in sod., 2015). Od ostalih sekretornih neefektorskih proteinov 
se ločijo na podlagi dolžine aminokislinskega zaporedja, molekulske teže ter naboja in 
vsebnosti cisteinskih, serinskih in triptofanskih ostankov (Sperschneider in sod., 2016). 
Glede na lokacijo interakcije delimo efektorje na apoplastne in citoplazmatske. Apoplastni 
efektorji se izločajo v apoplast gostitelja, kjer interagirajo z ekstracelularnimi tarčami in z 
receptorji na površini rastlinskih celic, medtem ko se citoplazemski efektorji translocirajo v 
rastlinsko celico (Selin in sod., 2016). 
2.5.1 Apoplastni efektorji 
V apoplastu se nahaja veliko rastlinskih encimov, ki preprečujejo oziroma omejujejo 
kolonizacijo patogenih mikroorganizmov. Za premagovanje te prve linije gostiteljske 
obrambe so patogeni organizmi razvili več strategij delovanja s pomočjo apoplastnih 
efektorjev:
1. Vezava hitina ali deaktivacija rastlinskih hitinaz. Večina rastlin v apoplast izloča
hitinaze, ki razgrajujejo hitin, strukturno komponento glivne celične stene, ki lahko
sproži imunski odziv ob prepoznavi s strani rastlinskih receptorjev PRRs. Glive se
lahko ubranijo tako, da izločajo efektorje, ki vežejo/odstranijo hitin ali preprečijo
hitinazam dostop do glivne celične stene in tako preprečijo imunski odziv rastline. Za
odstranitev hitina iz apoplasta so poznani efektorji z LysM domenami, ki vežejo hitin
z različno afiniteto in tako preprečijo PTI pri več fitopatogenih glivah, kot so
Cladosporum fulvum (de Jonge in sod., 2010; Sanchez-Vallet in sod., 2013, Kombrink
in sod., 2013), Magnaporthe oryzae (Mentlak in sod., 2012), Mycophaerella
graminicola (Marshall in sod., 2011, Zhang in Xu, 2014) in V. dahliae (Kombrink in
sod. 2017). Drugi način zaščite pred gostiteljskimi hitinazami je preko sinteze
efektorjev, ki vsebujejo domene za vezavo ogljikovih hidratov (hitina), kot sta na
primer efektor Avr4 v C. fulvum, ki vsebuje CBD14 domeno (van Esse in sod., 2008),
ali lektinu podoben efektor z domeno CBD18 v Batrachochytrium dendrobatidis (Liu
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and Stajich, 2015). Efektorji s CBD domenami se predvidoma vežejo na zunanje 
celične stene glive in s tem preprečijo njihovo razgradnjo s strani rastlinskih hitinaz 
(Stergiopoulos, 2015). 
2. Inhibicija gostiteljskih proteaz v apoplastu. Znano je, da so papainu podobne
cisteinske proteaze vključene v prepoznavo patogenov, HR, signalizacijo, povezano z
odpornostjo in senescenco (Misas-Villamil in sod., 2016). Zato ne preseneča, da so se
tekom evolucije razvili različni efektorji, ki ciljajo in inhibirajo te proteaze, da
zaobidejo rastlinski imunski odziv.
3. Inhibicija peroksidaz gostitelja. Z inhibitorji glive onemogočajo rastlinskim
peroksidazam učinkovito obrambo pred glivnim ROS (Hemetsberger in sod., 2012).
4. Razgradnja rastlinskih protiglivnih učinkovin. Rezultat tega je akumulacija
manj toksičnih snovi za patogene, kar jim omogoča preživetje.
5. Avirulentni efektorji. V apoplast se izločajo tudi avirulentni efektorji, ki zaradi
prepoznave s strani receptorjev sprožijo specifičen imunski odziv rastline (t. i. gen-na-
gen odpornost). V literaturi je med apolplastnimi efektorji največ opisanih Avr
efektorjev, verjetno zaradi njihovega načina njihovega določanja s pomočjo poznanih
rastlinskih rezistenčnih genov.
Posamezni efektorji in njihova naloga so zbrani v Preglednici 2. 
Apoplastni efektorji so tudi ekstracelularni proteini Ecp1, Ecp2, Ecp4 in Ecp5 glive C. 
fulvum, ki sprožijo HR ob prisotnosti rezsistenčnih Cf genov v paradižniku, vendar njihovega 
natančnega mehanizma delovanja ne poznamo (Laugé in sod., 1997; Laugé in sod., 2000). 
Gliva Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici izloča SIX proteine v ksilem paradižnika (angl. 
secreted in xylem, Six1 do Six14) (Houterman in sod., 2007). Njihov genski zapisi se nahaja 
v genomu glive na isti, letalno specifični lokaciji (Schmidt in sod., 2013), vendar njihove 
natančne vloge za patogenezo glive ne poznamo, vemo pa, da so nekateri od njih tudi 
avirulentni dejavniki. Na primer, SIX1-8 prispevajo k virulenci glive v neodpornih sortah 
paradižnika (Lo Presti in sod., 2015; Sperschnider in sod., 2015). Koekspresija SIX3 gena z 
R genom I-2 sproži HR v rastlinah Nicotiana benthamiana (Takken in Rep, 2010) ter Six1 
interagira s produktom gena I-3 paradižnika in prav tako sproži HR (Rep in sod., 2004; 
Kamoun, 2009). 
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Preglednica 2: Apoplastni efektorji in njihova vloga. 
Table 2: Apoplastic effectors and their role. 
Ime  Organizem Opis Naloga Referenca 
Vezava hitina ali deaktivacija rastlinskih hitinaz 
Avr4E Cladosporum 
fulvum 
Avr protein s CBD14 domeno. Inhibicija gostiteljevih hitinaz. Westerink in sod., 2004 
Ecp6 C. fulvum Sekretorni protein s 3 LysM 
domenami. 
Veže hitin. de Jonge in sod., 2010 
CbAvr4 Cercospora 
beticola 
Avr protein s CBD14 domeno. Inhibicija gostiteljevih hitinaz. Liu in sod., 2012 
Avr4 C. fulvum Avr protein s CBD14 domeno. Inhibicija gostiteljevih hitinaz. van Esse in sod., 2008 
Slp1 Magnaporthe 
oryzae 
Sekretorni protein z LysM domeno. Veže hitin. Mentlak in sod., 2012 
MfAvr4 Mycosphaerella 
fijiensis 
Avr protein s CBD14 domeno. Inhibicija gostiteljevih hitinaz. Kamoun, 2009 
Inhibicija gostiteljevih proteaz v apoplastu   
Avr2 C. fulvum Avr protein. Inhibicija rastlinskih proteaz RCR3 
in PIP1. 
Shabab in sod., 2008 
GrVap1 Globodera 
rostochiensi 
Proteazni inhibitor. Inhibicija rastlinske proteaze RCR3. Lozano-Torres in sod., 2012 
Avrblb2 Phytophthora. 
infestans 
Avr protein. Inhibicija rastlinske proteaze C14. Bozkurt in sod., 2011 
EPIC2B P. infestans Proteazni inhibitor. Inhibicija rastlinskih proteaz RCR3, 
C14 in PIP1. 
Song in sod., 2009; Yamada in sod., 
2001 
EPIC1 P. infestans Proteazni inhibitor. Inhibicija rastlinskih proteaz RCR3 
in C14. 
Song in sod., 2009; Yamada in sod.,  
2001 
PmEPIC1 P. mirabilis Proteazni inhibitor. Inhibicija rastlinske proteaze RCR3. Dong in sod., 2014 
     
    "se nadaljuje" 
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"nadaljevanje Preglednice 2"    
Ime  Organizem Opis Naloga Referenca 
Pit1 U. maydis Proteazni inhibitor. Indukcija koruznega cistatina CC9, 
ki inhibira apoplastne cisteinske 
proteaze. Poleg tega inhibicija 
peroksidaze POX12 in varovanje hife 
pred reaktivnimi kisikovimi zvrstmi. 
Rovenich in sod., 2014 
EPIC2B P. infestans Proteazni inhibitor. Inhibicija rastlinskih proteaz RCR3, 
C14 in PIP1. 
Song in sod., 2009; Yamada in sod., 
2001 
Razgradnja rastlinskih protiglivnih učinkovin  
CfTom1 C. fulvum 3 glikozil hidrolaza Hidroliza apoplastnega α-tomatina. Ökmen in sod., 2013 
Tom1 Fusarium 
oxysporum 
3 glikozil hidrolaza Hidroliza apoplastnega α-tomatina. Pareja-Jaime in sod., 2008 
Inhibicija peroksidaz gostitelja   
Pep1 U. maydis Ineterakcija s peroksidazo POX12. Odstanjevanje ROS. Hemetsberger in sod., 2012 
Avirulentni efektorji, ki se izločajo v apoplast   
Avr2 C. fulvum Avr protein. Interakcija s Cf-2. Stergiopoulos in sod., 2009 
Avr4 C. fulvum Avr protein. Interakcija s Cf-4. Stergiopoulos in sod., 2009 
Avr4E C. fulvum Avr protein. Interakcija s Cf-4. Stergiopoulos in sod., 2009 
Avr5 C. fulvum Avr protein. Interakcija s Cf-5. Mesarich in sod., 2014 
Avr9 C. fulvum Avr protein. Interakcija s Cf-9. Stergiopoulos in sod., 2009 
AvrLm1 Leptosphaeria 
maculans 
Avr protein. Sprožitev specifičnega imunskega 
sistema. 
Gout in sod., 2007 
AvrLm4-7 L. maculans Avr protein. Sprožitev specifičnega imunskega 
sistema. 
Balesdent in sod., 2002  
AvrLm6 L. maculans Avr protein. Sprožitev specifičnega imunskega 
sistema. 
Balesdent in sod., 2002 
AvrLm11 L. maculans Avr protein. Sprožitev specifičnega imunskega 
sistema. 
Balesdent in sod., 2013 
    "se nadaljuje" 
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"nadaljevanje Preglednice 2" 
Ime Organizem Opis Naloga 
Avr1-CO39 M. oryzae Avr protein. Neznano. Saitoh in sod., 2012 
Nip1 Rhynchosporium
secalis
Avr protein. Prepoznanje gena Rrs1. van’t Slot in sod., 2007 
Nip2 R. secalis Avr protein. Nekroza tkiv rastlin. Rohe in sod., 1995 
Nip3 R. secalis Avr protein. Nekroza tkiv rastlin. Rohe in sod., 1995 
Bas4 M. oryzae Avr protein. Neznano. Giraldo in sod., 2013 
Bas113 M. oryzae Avr protein. Neznano. Giraldo in sod., 2013 
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2.5.2 Citoplazemski efektorji 
Citoplazemski efektorji so bili opisani pri patogenih bakterijah, oomicetah in glivah. 
Efektorji oomicet imajo po navadi ohranjen motiv RxLR-EER, ki je potreben za 
translokacijo v gostiteljske celice, vendar podobnega motiva pri glivah zaenkrat še niso 
odkrili (Sonah in sod., 2016). 
Citoplazmatski glivni efektorji so lahko avirulentni ali viruletni proteini, ki na neznan način 
vstopijo v citoplazmo gostiteljske celice (Doehlemann in sod., 2011; Ellis in sod., 2009). 
Poznamo pet načinov delovanja citoplazemskih efektorjev: 
1. Inhibicija proteinaz in ostalih encimov ali spreminjanje metabolnih poti.
2. Vpliv na translacijo genov.
3. Sprožitev celične smrti gostitelja.
4. Vpliv na razrast korenin za lažjo kolonizacijo rastlin.
5. Spodbujanje rastlin k reprodukciji za lažje širjenje spor glive.
Citoplazemski efektorji so po načinu delovanja razporejeni v Preglednici 3. Njihova 
translokacija v citopazmo je potrebna, da se penetracija v rastlino sploh zgodi (penetracija 
fizikalnih barier rastlin, kot je povoščena kutikula lista, listne pore, celična stena, korenine), 
potrebni so v boju proti protiglivnim učinkovinam ter pri črpanju hranil. Patogene glive z 
različnimi življenjskimi stili so razvile različne tipe morfoloških struktur, apresorije, s 
katerimi penetrirajo v rastlino in dostavljajo efektorje (lo Presti in sod., 2015). Številni 
patogeni biotrofi uporabljajo kombinacijo turgorskega tlaka (ki jih povzročajo z 
infekcijskimi hifami ali s haustorijami (Slika 8 B), ki je prehranjevalna struktura v obliki 
zadebeljene hife), in CWDE, da bi predrli celično steno, ne da bi vplivali na sposobnost 
preživetja gostiteljske celice, koristni biotrofi pa se zanašajo na encime gostiteljskih celic za 
razrahljanje celične stene. Nektrotrofne glive izločajo toksine in encime, ki uničijo 
gostiteljeve celice in se hranijo na propadlem tkivu, kar je shematsko predstavljeno na Sliki 
8 A. Hemibiotrofne glive kombinirajo strategije biotrofnih in nekrotrofnih gliv. V začetni 
biotrofni fazi hemibiotrofi kolonizirajo tkiva gostitelja s pomočjo turgorskega tlaka in z 
izločanjem efektorjev za utišanje rastlinskega imunskega odziva, čemur sledi nekrotrofna 
faza, kjer se z izločanjem toksinov inducira celična smrt rastline, kar je predstavljeno na 
Sliki 8 C. Hemibiotrofi M. oryzae in Colletotrichum spp. tvorijo kupolasto obliko 
melanizirane apresorije, s katerim povečujejo turgorski tlak na gostiteljske celice in se tako 
omogoči mehanski vstop infekcijskih hif v gostitelja (lo Presti in sod., 2015). Gliva M. 
oryzae ima še dodatno posebno strukturo, ki se razvije iz apresorije v obliki filamentozne 
primarne hife, ki se zadebeli in nastane biotrofični vmesni kompleks, viden na (angl. 
biotrophic interfacial complex, BIC) Sliki 8 C (označen z roza barvo), kamor se akumulirajo 
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efektorji pred translokacijo v citoplazmo (Koeck in sod., 2011; Giraldo in Valent, 2013; 
Yadeta in Thomma, 2013). 
Slika 8: Različni načini penetracije rastlinskih tkiv po življenjskem slogu gliv (lo Presti in sod., 2015: 
516): A) Nekrotrofne glive, kot sta Botrytis cinerea in Sclerotinia sclerotiorum uničujejo epidermalne 
celice z izločanjem toksičnih metabolitov in proteinov. Prikazani sta zgodnja in pozna razvojna faza. B) 
Patogeni biotrofi, kot so rje (Uromyces viciae-fabae) in plesni (Blumeria graminis f. sp. hordei), gredo čez 
zapleteno serijo razvojnih korakov od haustorijske matične celice do haustorije, prehranjevalne 
stukture balonaste oblike. Po začetni intracelularni rasti gliva Ustilago maydis preklopi na pretežno 
medcelično rast v poznih fazah, ko pride do hitre proliferacije glive, kar povzroči velike rastlinske 
tumorje v koruzi. Biotrofni patogen paradižnika Cladosporium fulvum kolonizira ekstracelularni predel 
listov paradižnika in pozneje proizvaja veliko število konidiospor, ki blokirajo listne reže in povzročajo 
klorozo ali celično smrt (nekrozo). D) Hemibiotrofne glive, kot so Colletotrichum spp. in Magnaporthe 
oryzae, najprej razvijejo izbočene biotrofne invazivne hife, ki se kasneje spremenijo v tanke nekrotrofne 
hife. Prikazana je biotrofna in nekrotrofna faza. LEGENDA: Hife so prikazane v vijoličasti barvi, 
fotosintetično tkivo pa v zeleni barvi; neprekinjene zelene črte označujejo živo tkivo in črtkane črte 
označujejo odmrlo tkivo. Upoštevati je potrebno, da so vse intracelularne strukture obdane z rastlinsko 
plazemsko membrano, ki je označena z neprekinjeno sivo linijo; črtkana siva črta, ki obdaja hife, pa 
pomeni prehod na nekrotrofijo. Biotrofični medfazni kompleks glive M. oryzae v okuženih celicah je 
prikazan v roza barvi. 
Figure 8: Different ways of penetrating plant tissues on the basis of the life-style of fungi (lo Presti et al., 
2015: 516): A) Necrotropic fungi such as Botrytis cinerea and Sclerotinia sclerotiorum destroy epidermal 
cells by secreting toxic metabolites and proteins. Early and late development phases are shown. B) 
Pathogenic biotrophs such as Uromyces viciae-fabae and Blumeria graminis f. sp. hordei undergo a 
complex series of development steps from the haustorian stem cell to haustoria, a balloon shaped 


























Začetna faza Začetna faza Kasnejša faza Kasnejša faza 
Biotrofna faza Biotrofna faza Nekrotrofna faza Nekrotrofna faza 
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predominantly intracellular growth in late stages when rapid proliferation of fungi occurs, causing large  
plant tumors in corn. A biotrophic pathogen of the tomato Cladosporium fulvum colonizes the 
extracellular region of the tomato leaves and later produces a large number of conidiosppores that block 
leaf gaps and cause cholorosis or cellular death (necrosis). D) Hemibiotic fungi such as Colletotrichum 
spp. and Magnaporthe oryzae first develop protruding biotrophic invasive hyphae, which later turn into 
thin necrotropic hyphae. Biotrophic and necrotrophic phases are shown. LEGEND: The hyphae are 
shown in purple lines, and the photosynthetic tissue in green; uninterrupted green lines denote living 
tissue and dashed lines indicate dead tissue. It is necessary consider that all intracellular structures are 
surrounded by a plant plasma membrane, which isshown by an unbroken grey line. The dashed grey 
line surrounding the hyphae represents a transition to necrotrophy. The biotrophic interfacial complex 
of M. oryzae in infected cells is shown in pink. 
 
Nekatere rastline kažejo znake imunskega odziva, še preden se patogen vanjo naseli. 
Izkazalo se je, da je to najverjetneje zaradi efektorjev, ki se izločajo že pred kolonizacijo 
rastline. Taki so efektorji glive Colletotrichum higginsianum, ki omogočajo penetracijo v 
list rastline in se izločajo v različnih intervalih. Efektorji iz prvega intervala se izločajo 
izključno pred penetracijo. V drugem intervalu efektorjev se izločata efektorja ChEC6 in 
ChEC36, ki oblikujeta apresorijsko poro, preko katere se vnesejo ostali efektorji. V tretjem 
intervalu efektorjev v celico preko apresorijske pore požene hifa in dostavi efektorja 
ChEC34 in ChEC89 v celično steno (Giraldo in Valent, 2013; Kleemann in sod., 2012).  
 
Pri glivi M. oryzae so ugotovili, da se citoplazemski efektorji dostavijo v celico preko 
biotrofičnega medfaznega kompleksa (angl., biotrophic interfacial complex, BIC), namesto 
klasične glivne sekrecijske poti iz endoplazmatskega retikuluma ‒ Golgijevega aparata 
(Giraldo in sod., 2013). BIC je posebna, z membranami bogata struktura glive, ki se razvije 
na koncu invazivne hife. V vsaki na novo napadeni celici riža se efektorji najprej izločajo v 
BIC, šele nato iz njega v citoplazmo rastline. Ko se primarne invazivne hife diferencirajo v 
sekundarne, se BIC ohranijo in efektorji se še naprej izločajo tja. Citoplazemski efektorji 
glive M. oryzae so: Avr-Pita, Avr-Pik, Pwl1 (Avr), Pwl2 (Avr), Bas1, Bas2, Bas3, Bas107 
in AvrPiz-t (Giraldo in sod., 2013; Mosquera in sod., 2009; Zhang in Xu, 2014). Za 
vzpostavitev biotrofične faze gliva M. oryzae uporabi efektor Avr-Pii, s katerim inhibira 
proizvodnjo ROS in tako prepreči prvi splošen odziv rastline in uspešno kolonizira riž po 
penetraciji (Singh in sod., 2016). 
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Preglednica 3: Citoplazemski efektorji in njihova vloga. 
Table 3: Cytoplasmic effectors and their role. 
Ime  Organizem Opis Naloga Referenca 
Inhibicija proteinaz ali spreminjanje metabolnih poti 
Avr-Pib Magnaporthe 
oryzae 
Avr protein. Povzroča odpornosti proti različnim 
izolatom, razširjenim po Aziji. 
(Selin in sod., 2016; Vasudevan in 
sod., 2016; S. Zhang in sod., 2015) 
AvrPiz-t M. oryzae Avr protein. Inhibicija gostiteljevih proteinaz. (Park in sod., 2012) 
AvrM Melampsora lini Avr protein. Inhibicija gotiteljevih proteaz. (Kamoun, 2009) 
AvrP123 M. lini Podoben Kazal serin 
proteaznim inhibitorjem. 
Inhibicija gotiteljevih proteaz. (Catanzariti in sod., 2006; Kamoun, 
2009) 
AvrP4 M. lini  Avr protein. Inhibicija gotiteljevih proteaz. (Kamoun, 2009) 
Rtp1 Uromyces fabae Avr protein. Inhibicija gostiteljevih proteinaz. (Pretsch in sod., 2013) 
Cmu1 Ustilago maydis Horizmat mutaza. Vpliva na šikimatno pot in s tem 
modulira biosintezo salicilne kisline. 
(Djamei in sod., 2011; Rovenich in 
sod., 2014) 
See1 U. maydis Sekretorni protein. Reaktivacija sinteze rastlinske DNA, kar 
pripelje do formacije tumorjev. 
(Redkar in sod., 2015) 
Tin2 U. maydis Interakcija z ZmTTK1. Zavira lignifikacijo gostiteljevega tkiva. (Rovenich in sod., 2014; Tanaka in 
sod., 2014) 
Vpliv na translacijo genov 
MisSP7 Laccaria bicolor Stabilizira JAZ6. Prepreči sprožitev obrambnih 
mehanizmov rastline. 
(Plett in sod., 2014; Plett in sod. 2011; 
Rovenich in sod., 2014) 
SP7 Glomus 
intraradices 
Interakcija s transkripcijskim 
faktorjem ERF19. 
Prepreči imunski odziv gostitelja. (Kloppholz in sod., 2011) 
Sprožitev celične 
smrti gostitelja 
    
AvrA10 Blumeria 
graminis 
Avr protein brez signalnega 
peptida. 
Sprožitev celične smrti gostitelja. (Ridout in sod., 2006, Nowara in sod., 
2010) 
AvrK1 B. graminis Avr protein brez signalnega 
peptida. 




Veže se na tioredoksine. Sprožitev celične smrti gostitelja (Lorang in sod., 2012; Rovenich in 
sod., 2014) 
    "se nadaljuje" 
Marton K. In silico določitev in mutacijska analiza ... efektorjev ... glive Verticillium albo-atrum. 




"nadaljevanje Preglednice 3"    
Ime  Organizem Opis Naloga Referenca 
Avr-Pia M. oryzae Nevtralna 
metaloproteinaza. 
Sprožitev celične smrti gostitelja. (Doehlemann in sod., 2011; Jia in sod., 2000; Yoshida in 
sod., 2009) 
Avr-Pita M. oryzae Nevtralna 
metaloproteinaza. 
Sprožitev celične smrti gostitelja. (Doehlemann in sod., 2011; Jia in sod., 2000; Yoshida in 
sod., 2009) 
AvrL567 M. lini Avr protein. Sprožitev celične smrti gostitelja. (Doehlemann in sod., 2011; Rafiqi in sod., 2010) 
AvrM M. lini Avr protein. Sprožitev celične smrti gostitelja. (Doehlemann in sod., 2011; Rafiqi in sod., 2010) 
SnTox1 Phaeosphaeria 
nodorum 
Toksin. Inducira nekrozo tkiva gostiteljske 
rastline. 
(Friesen in sod., 2007; Haen in sod., 2004; Stergiopoulos 
in sod., 2010) 
SnTox2 P. nodorum Toksin. Inducira nekrozo tkiva gostiteljske 
rastline. 
(Friesen in sod., 2007; Haen in sod., 2004; Stergiopoulos 
in sod., 2010) 
SnToxA P. nodorum Toksin. Inducira nekrozo tkiva gostiteljske 
rastline. 
(Friesen in sod., 2007; Haen in sod., 2004; Stergiopoulos 
in sod., 2010) 
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2.5.3 Sekretorni proteini iz Verticillium spp. 
Pri vrstah rodu Verticillium so bili odkriti številni sekretorni proteini, povezani z virulenco. 
Glive izločajo različne CWDE za penetracijo in za začetne faze vstopa glive v rastlino ter za 
zagotavljanje hranilnih snovi (Klosterman in sod., 2011; Mandelc in Javornik, 2015) 
molekule, s katerimi vplivajo na imunski odziv rastline (Liu in sod., 2014a), na biosintezo 
pomembnih snovi (Tzima in sod., 2010; Hoppenau in sod., 2014), na možnost tvorbe 
mikrosklerocija (Rauyaree in sod., 2005; Tzima in sod., 2010) itd. Poleg tega izločajo glive 
tudi citotoksične proteine, ki povzročajo celično smrt in imajo pomembno vlogo v 
patogenosti (Gijzen in Nürnberger, 2006) in pri indukciji imunskega odziva rastline (Oome 
in sod., 2014). 
Osnova za iskanje sekretornih proteinov so objavljene genomske sekvence. Do sedaj so 
določili genomske sekvence petim vrstam gliv rodu Verticillium in njihovim sevov (V. 
dahliae, V. alfalfae, V. tricorpus in V. nonalfalfae) (Klosterman in sod., 2011; de Jonge in 
sod., 2013; Seidl in sod., 2015; Faino in sod., 2015; Depotter in sod., 2017; Jakše in sod., 
2018), ki zagotavljajo bogate genomske informacije za različne študije. Klosterman in sod. 
(2011) so analizirali genom gliv V. dahliae (sev VdLs.17) in V. alfalfae (sev VaMs.102). V 
obeh genomih so določili podobno število sekretornih proteinov na podlagi subcelularne 
lokalizacije in prisotnosti signalnega peptida (780 za V. dahliae in 759 za V. alfalfae). Tema 
sekretoma so nadalje določili efektorske kandidate, 127 za V. dahliae in 119 V. alfalfae, na 
podlagi naslednje definicije: glivni efektorji so majhni, s cisteinom bogati proteini (angl. 
small secreted cysteine rich proteins, SSCPs), dolžine manj kot 400 aminokislin in vsebujejo 
več kot štiri cisteinske ostanke. Siedl in sod. (2015) so kasneje ponovno preučili sekretome 
gliv V. dahliae (VdLs.17 in JR2) in V. alfalfae (VaMs.102) ter tako napovedali večje število 
sekretornih proteinov in manjše število SSCP zaradi izboljšane genske anotacije in bolj 
striktnega merila za SSCP (dolžina aminokislinskega zaporedja manjša ali enaka 150 
aminokislinam, z več ali enako kot 3 % cisteinskih ostankov (Saunders in sod., 2012)). 
Zanimivo je, da so pri primerjavi patogenih vrst Verticillium z manj patogeno glivo V. 
tricorpus dobili podobno vsebnost sekretornih proteinov v primerjavi s proteomom 
(približno 8,5 %). V genomih gliv V. dahliae in V. alfalfae (Klosterman in sod.) niso našli 
ortologov znanih efektorjev gliv F. oxysporum, C. fulvum ali oomycete Phytophtora 
infestans, razen LysM efektorja Ecp6 glive C. fulvum (Sánchez-Vallet in sod., 2013) (7 
genov v genomu V dahliae in 6 genov v genomu V. alfalfae) in virulenčnega faktorja Ecp2 
glive C. fulvum (Laugé in sod., 1997). Za več LysM-efektorjev, to so razširjeni glivini 
proteini, ki vsebujejo LysM domene, je bilo tudi ugotovljeno, da so zaradi njihove 
sposobnosti vezave na hitin supresorji PTI (Mentlak in sod., 2012; Takahara in sod., 2016; 
Kombrink in sod., 2017; de Jonge in sod., 2010). Ponovna preučitev LysM efektorjev vrst 
Verticillium je potrdila le tri LysM jedrne proteine v genomu V. dahliae (de Jonge in sod., 
2013; Kombrink in sod., 2017). V genomu in med sekretornimi proteini vrst Verticillium je 
bilo identificirano povečano število homologov tudi z domeno NLP (nekrozo in etilen 
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inducirajoči proteini, anlg. necrosis and ethylene-inducing protein (NEP-1)-like proteins) (8 
za glivo V. dahliae in 7 za glivo V. alfalfae) (Klosterman in sod., 2011; Seidl in sod., 2015). 
Zhou in sod. (2012) ter Santhanam in sod. (2013) so pokazali, da sta le dva od njih pokazala 
citotoksično aktivnost na paradižniku, bombažu ter na rastlinama Arabidopsis thaliana in 
Nicotiana benthamiana, medtem ko je bila zmanjšana virulenca dokazana za delecijska 
mutanta VdNLP1 in VdNLP2 na paradižniku in rastlini A. thaliana. Mehanizem toksičnega 
delovanja NLP proteinov so pred kratkim natančno opisali Lenarčič in sod. (2017). 
 
Čeprav so pri vrstah rodu Verticillium spp. poročali o stotinah sekretornih proteinov z 
neznano funkcijo ali brez podobnosti zaporedja na že znane proteine, jih je okarakterizirana 
le peščica. Virulentni efektor Ave1 je 134 aminokislin dolg sekretorni protein s 4 
cisteinskimi ostanki in z ekspanzinu podobno domeno EG45, ki so ga odkrili s primerjalno 
genomiko pri glivi V. dahliae (de Jonge in sod., 2012). Njegov mehanizem delovanja in 
interakcija z Ve1 LRR-RLP iz paradižnika je bolj podrobno opisan v poglavju 2.3.1. Drugi 
potrjen efektorski protein glive V. dahliae, PevD1, povzroča preobčutljivostni odziv na 
tobak (Liu in sod., 2014b; Wang in sod., 2012) in sproži imunost v rastlinah bombaža, kar 
je razvidno iz povečane ekspresije obrambnih genov, iz nalaganja metabolnih snovi in iz 
sprememb celične stene (Bu in sod., 2014). Flajšman in sod. (2016) so v ksilemu rastlin 
hmelja, okuženih z glivo V. nonalfafae, odkrili majhen glivni sekrecijski protein VnaSSP4.2 
ter peroksidazo VnaPRX1.1277, ki povzroča zmanjšano virulenco glive V. nonalfafae. Pred 
kratkim so Zhang in sod. (2017) karakterizirali nov efektorski protein VdSCP7, ki deluje v 
jedru gostitelja in s tem povzroči indukcijo imunskega odziva rastlin in poveča občutljivost 
rastline na glivne in oomycete patogene. Največ raziskav v rodu Verticillium je bilo 
opravljenih na glivi V. dahliae, kar je razvidno iz Preglednice 4, kjer so zbrani sekretorni 
virulentni dejavniki vrst rodu Verticillium.  
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Preglednica 4: Sekretorni proteini povezani z virulenco vrst rodu Verticillium. 
Table 4: Secreted proteins connected to the virulence of species of genius Verticillium. 
Ime  Organizem Opis Naloga Referenca 
Ave1 V. dahliae Ekstracelularnemu 
receptorju podoben protein. 
Sproži specificen odziv odporne rastline. de Jonge in sod., 2012 
Vd2LysM V. dahliae LysM ‒ hitin vezajoč 
lizinski motiv. 
Preprečuje imunski odziv rastline. Kombrnik in sod., 2017 
VdEG1 V. dahliae Encim za razgradnjo 
celuloze. 
Je pomemben za penetracijo in za začetne faze 
vstopa glive v rastlino. S proteinom VdEG3 preko 
dveh različnih mehanizmov sproži odziv PTI in 
celično smrt v rastlini Nicotiana benthamiana ter 
sodeluje z vezavnimi proteini za ogljikove hidrate in 
tako modulira imunski odziv rastline. 
Maruthachalam in sod., 2011 
VdIsc1 V. dahliae Encim izohorizmataza. Zavira imunski odziv in planta ter hidrolizira 
izohorizmat in vitro. 
Liu in sod., 2014a 
VdNLP1 
VdNLP2 
V. dahliae NLP protein. Tvorita nekrotične lezije in inducirata obrambne 
mehanizme v paradižniku, v rastlinah Arabidopsis 
thaliana in Nicotiana benthamiana. 
Klosterman in sod., 2011 
VdPKAC1 V. dahliae Od cAMP odvisna protein 
kinaza A.  
Vpliva na biosintezo etilena, razvoj 
mikrosklerocijev in število spor. 
Tzima in sod., 2010 
VdPR3 V. dahliae Gen, povezan s 
patogenostjo. 
Sodeluje pri procesu razgradnje celuloze in škroba. Zhang in sod., 2015 
VdSGE1 V. dahliae Transkripcijski faktor. Potreben za radialno razrast kolonij in za produkcijo 
konidiospor. 
(Santhanam in Thomma, 
2013) 
VdSNF1 V. dahliae Protein kinaza. Sodeluje pri ekspresiji velikega števila genov 
CWDE. 
(Tzima in sod., 2011) 
VdSSP1 V. dahliae Sekretorni protein. Sodeluje pri razgradnji pektina in škroba. (Liu in sod., 2013) 
VdThi4 V. dahliae Encim za sintezo tiamina. Vpliva na biosintezo tiazola, na mehanizme 
popravljanja DNA in odziv na stres. 
(Hoppenau in sod., 2014) 
VdVMK1 V. dahliae MAP kinaza. Vpliva na razvoj mikrosklerocija. (Rauyaree in sod., 2005) 
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"nadaljevanje Preglednice 4" 
Ime Organizem Opis Naloga Referenca 
VdVta2 V. dahliae Transkripcijski faktor. Zavira nastajanje mikrosklerocijev. (Tran in sod., 2014) 
VdSCP7 V. dahliae Sekretorni protein z NLS 
signalom 
Aktivacija signalizacije s salicilno in jasmonsko 
kislino. 
(Zhang in sod., 2017) 
VlARO2 V. longisporum Horizmat sintaza. Omogoča rast glive v ksilemu, kjer je izjemno malo 
aminokislin. 
(Singh in sod., 2010) 
VlCPC1 V. longisporum Transkripcijski faktor. Sodeluje pri regulaciji biosinteze aminokislin. (Timpner in sod., 2013) 
VlCPEA V. longisporum Peroksidaza. Ščiti glivo med oksidativnim stresom rastline. (Singh in sod., 2012) 
VnaPRX1.1277 V. nonalfafae Peroksidaza. Ščiti glivo med oksidativnim stresom rastline. (Flajšman in sod., 2016) 
VnaSSP4.2 V. nonalfafae Majhen sekretorni protein. Domnevni efektor. (Flajšman in sod., 2016) 
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2.6 IDENTIFIKACIJA EFEKTORJEV Z BIOINFORMACIJSKIMI ORODJI 
 
Dandanes je na razpolago veliko genomov gliv, katerim je bilo določeno zaporedje 
nukleotidov, posledično so se razvila različna bioinformacijska orodja in sheme za analizo 
genomskih zaporedij, ki jih lahko uporabimo za napovedovanje efektorske vloge (Sonah in 
sod., 2016). Efektorje je mogoče poiskati na osnovi značilnosti do sedaj odkritih efektorjev, 
vendar je to delo precej oteženo, saj efektorji navadno nimajo ohranjenih motivov in tipičnih 
struktur.  
 
2.6.1 Splošne značilnosti efektorjev 
 
Efektorji opravljajo svojo funkcijo (vplivajo na celično strukturo in celične funkcije 
gostitelja ter prispevajo k širjenju okužbe in sprožitvi obrambnih mehanizmov rastline) v 
rastlini, zatorej morajo vsebovati nek sekretorni signal. Najbolj tipičen je signalni peptid, ki 
po navadi sestoji iz 16‒25 aminokislin na N-terminalnem koncu proteina. Le-ta ne kaže 
homologije v zaporedju aminokislin, vendar ima zelo ohranjeno sekundarno strukturo. 
Odgovoren je za lokacijo proteina po sintezi v endoplazmatski retikulum, kjer ga signalne 
peptidaze odrežejo, protein se translocira v Golgijev aparat ter se izloči iz celice (Kjærulff 
in Jensen, 2005). Nekateri znani efektorji, kot sta AvrK1 in AvrA10 glive Blumeria 
graminis, signalnega peptida nimata, torej uporabljata nek alternativni način za sekrecijo, ki 
še ni odkrit (Giraldo in Valent, 2013). Naslednja ključna lastnost efektorjev je, da se 
povečano izražajo in planta, torej se povečano izražajo med tem, ko efektorji opravljajo 
svojo nalogo v rastlini med okuževanjem.  
 
Glede velikost in cisteinskih ostankov efektorskih proteinov prihaja že v literaturi do 
deljenih mnenj, kar je razvidno iz Preglednice 5. Vendar v splošnem velja, da so efektorji 
majhne molekule, kar je pomembno za vstop v celico in ohranjanje aktvnosti v celici ter da 
imajo številne disulfidne mostičke, ki še dodatno stabilizirajo proteine, da ohranijo svojo 
strukturo v ostrih pogojih (Stergiopoulos in Wit, 2009). Kljub temu nekateri novo odkriti 
efektorji cisteinskih ostankov nimajo in ta kriterij izpušča nekatere dobre kandidate 
(Sperschneider in sod., 2016).  
 
Efektorji različnih glivnih vrst se med seboj lahko zelo razlikujejo. Poleg signalnega peptida 
vsebujejo nekateri efektorji še druge signale, kot je na primer signal za lokalizacijo v jedro 
(angl. nuclear localization signal, NLS), LysM (de Jonge in sod., 2010; Saunders in sod., 
2012), nekateri efektorji pa vsebujejo tudi ohranjene efektorske motive, kot je RxLR motiv 
značilen za oomicete (Dou in Zhou, 2012) in druge. NLS signali so še posebej zanimivi, saj 
lahko imajo vlogo lokalizacije efektorja v jedro rastlinske celice in posledično vpliv na 
translacijo (Giraldo in sod., 2013).  
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Efektorski kandidatni geni se razlikujejo tudi v deležih ponavljajočih regij aminokislin (angl. 
repeat containing protein, RCP), ki so definirani kot proteini, ki vsebujejo dve ali več kopij 
tandemsko ali ne tandemsko ponovljivih sekvenc ali strukturnih motivov, ki so dolgi vsaj 5 
aminokislinskih ostankov (Mesarich in sod., 2015). Ilustrativni primer razlik deležev RCP 
je pri listnih rjah, kjer v sekretomu M. larici-populina 32 % RCP, pri žitni rji P. graminis f. 
sp. tritici pa nobenega. Tudi za efektorje gliv Leptosphaeria maculans in oomicete 
Phytophthora infestans je poznano, da proteini vsebujejo RCP, vendar ti ohranjeni motivi 
dajejo le malo informacij o biologiji efektorjev (Boutemy in sod., 2011; Kang in sod., 1995; 
Rouxel in sod., 2011; Saunders in sod., 2012).  
 
Preglednica 5: Različne definicije majhnih sekretornih, s cisteinom bogatih proteinov. 
Table 5: Different definitions of small secreted cysteine rich proteins. 
Referenca Število aminokislin Delež/število cisteinskih ostankov 
Saunders in sod., 2012 ≤ 150 ≥ 3 % 
Gan in sod., 2013 ≤ 300 ≥ 3 % 
Ma in sod., 2010 ≤ 200 ≥ 4 % 
Klosterman in sod., 2011 ≤ 400 ≥ 4 cisteinskih ostankov 
Krijger in sod., 2014 ≤ 300 ≥ 5 % in ≥ 4 cisteinskih ostankov 
 
Večina efektorskih genov se nahaja v genomu, kjer je gostota genov nizka ter gostota 
ponovitev visoka, torej v regijah, kjer so medgenske razdalje velike (angl. flanking 
intergenic regions, FIRs) ter vsebuje veliko transpozibilnih elementov (anlg. transposable 
elements, TEs). Take regije so v glivah z nespolnim razmnoževanjem pomembne za 
preurejanje genomov, ki prispevajo k večji variabilnosti genomov (de Jonge in sod., 2013; 
Seidl in Thomma; 2014). Iz različne hitrosti nastanka sprememb med regijami genoma izhaja 
angleški izraz two-speed genome. Prav omenjena regija z dolgimi FIR in veliko TE služi za 
razvoj novih efektorjev za adaptivno evolucijo, saj se v teh delih genoma dogajajo 
duplikacije, delecije in rekombinacije v veliko večjih frekvencah (Dong in sod., 2014; Faino 
in sod., 2016). Iz tega razloga efektorji večinoma ne kažejo podobnosti na že znane proteine 
(Doehleman in sod., 2011). Po drugi strani pa je tudi možen horizontalni prenos genov iz 
rastlin ali drugih patogenov, npr: efektor Ave1 (Saunders in sod., 2012; de Jonge in sod., 
2012).  
 
Za efektorje v splošnem velja, da nimajo proteinskih domen, npr. PFAM domene (Saunders 
in sod., 2012; Stergiopoulos in de Wit, 2009). To so domene proteinskih družin, ki so zbrane 
v PFAM podatkovni bazi, ki vsebuje anotacije in večkratno poravnana aminokislinska 
zaporedja z uporabo tako imenovanega skritega modela Markova (angl. hidden Markov 
model, HMM) (Finn in sod., 2014). Nekateri efektorji imajo vseeno določene PFAM 
domene, ki jim pravimo tudi efektor specifične PFAM domene in so navedene in opisane v 
Preglednici 6.  
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Preglednica 6: Seznam efektor specifičnih PFAM domen različnih avtorjev. 
Table 6: List of effector specific PFAM domains from different authors. 
PFAM domena Opis PFAM domene Referenca 
PF00149 Kalcineurinu podobna fosfoesteraza Heard in sod., 2015 
PF07249 Ceratoplatanin Guyon in sod., 2014; Heard in 
sod., 2015  
PF05730 CFEM domena Saunders in sod., 2012; Guyon in 
sod., 2014; Heard in sod., 2015 
PF00187 Protein za prepoznavo hitina Guyon in sod., 2014; Heard in 
sod., 2015 
PF03067 Protein za prepoznavo hitina Saunders in sod., 2012; Guyon in 
sod., 2014 
PF08881 CVNH domena Guyon in sod., 2014 
PF00188 S cisteinom bogata sekretorna proteinska 
družina 
Saunders in sod., 2012; Heard in 
sod., 2015 
PF06766 Glivni hidrofobin Heard in sod., 2015 
PF01476 LysM domena Buist in sod., 2008; Saunders in 
sod., 2012; Guyon in sod., 2014; 
Heard in sod., 2015 
PF03330 Transglikozilaza Saunders in sod., 2012 
PF05630 Nekrozo inducirajoč protein (NPP1) Guyon in sod., 2014; Heard in 
sod., 2015 
PF00024 PAN domena Heard in sod., 2015 
PF14856 Patogeni efektor Stergiopoulos in sod., 2012 
PF00652 Beta-trifoil lektinska domena rincinskega tipa Guyon in sod., 2014 
PF10342 Ser-Thr-bogata glikozil-fosfatidil-inozitol-
sidrna membranska družina 
Saunders in sod., 2012 
PF00314 Taumatinska proteinska družina Saunders in sod., 2012 
 
Da povzamem: po ohlapni definiciji imajo efektorji vsaj eno od naslednjih lastnosti:  
 
1. So sekretorni proteini in zato vsebujejo sekrecijski signal (Saunders in sod., 2012).  
 
2. Kodirajo jih geni, ki se izražajo in planta (Saunders in sod., 2012). 
 
3. So majhni, s cisteinom bogati proteini (anlg. small secreted cysteine-rich proteins, 
SSCPs) (Saunders in sod., 2012). 
 
4. Vsebujejo znane efektorske motive (npr. oomicete) ali NLS (Saunders in sod., 2012). 
 
5. Kodirajo jih geni, ki se nahajajo v delu genoma z nizko gensko gostoto (torej imajo 
dolge FIR) (Saunder in sod., 2012) in visoko gostoto ponovitev (torej veliko TE) 
(Thomma in sod., 2011; Klosterman in sod., 2011, Saunders in sod., 2012; de Jonge in 
sod., 2012; Haas in sod., 2009). 
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6. Vsebujejo interne ponovitve aminokislin v proteinskem zaporedju RCP (Saunders in 
sod., 2012). 
 
7. Ne vsebujejo znanih proteinskih domen ali pa vsebujejo efektor specifične PFAM 
domene (Saunders in sod., 2012). 
 
8. Ne kažejo podobnosti na znane proteine (Doehleman in sod., 2011) ali kažejo 
podobnost na overjene avirulentne efekotrje (Saunders in sod. 2012). 
 
2.6.2 Bioinformacijska orodja za določanje efektorjev 
 
Za bioinformacijsko iskanje potencialnih efektorjev ali virulentnih dejavnikov je možnih več 
pristopov. V vsakem primeru je najprej potrebno določiti sekretorne proteine oziroma in 
silico sekretom, kateremu sledi bolj natančna analiza, ki pa se med avtorji razlikuje (Guyon 
in sod., 2014). 
 
2.6.2.1 Funkcionalna anotacija genov 
 
Danes je na razpolago veliko sekvenciranih in anotiranih genomov patogenih organizmov, 
ki nam lahko služijo za iskanje sekretornih kandidatnih efektorskih proteinov (angl. secreted 
candidate effector proteins, CSEPs). Pred analizo CSEPs se priporoča dodatna anotacija 
genoma (de Jonge, 2012) z BLAST2 algoritmi proti različnim podatkovnim bazam, kot je 
navedeno v Preglednici 7, ter HMMER3 algoritmom proti različnim podatkovnim bazam, 
kot je predstavljeno v Preglednici 8 (de Jonge, 2012, do Amaral in sod., 2012; Heard in sod., 
2015; Kim in sod., 2016). Ti rezultati nam na podlagi podobnosti z znanimi geni ali proteini 
dajejo informacije o domnevnih lastnostih genov. Za anotacijo celotnega genoma se 
uporabljajo tudi različna orodja, kot sta Blast2GO4 in InterProScan5, ki zagotovijo 
funkcionalno analizo proteinskih sekvenc s klasifikacijo v proteinske družine in domene na 




                                                 
2 BLAST (angl. basic local alignment search tool) je algoritem, ki poišče regije lokalne podobnosti med 
različnimi zaporedji (Altschul in sod., 1990). http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
3 HMMER je paket programov za analizo zaporedij, ki jo je razvil Sean Eddy. Navadno se uporablja za 
identifikacijo homolognih proteinskih ali nukleonskih zaporedij (Finn in sod., 2011). http://hmmer.janelia.org/ 
4 Blast2GO je orodje za funkcijsko anotacijo zaporedij in za analizo podatkov (Conesa in sod., 2005). 
https://www.blast2go.com/ 
5 InterProScan je aplikacija za analizo zaporedij (nukleotidna in proteinska zaporedja), ki kombinira različne 
metode za prepoznavanje proteinskih vzorcev v eno podatkovno zbirko (Zdobnov in Apweiler, 2001; Mitchell 
in sod., 2014; Jones in sod., 2014). 
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2.5.2.2 Določitev sekretornih proteinov 
 
Naslednji korak je določitev in silico sekretoma. Kot je zgoraj opisano, so efektorji 
sekretorni proteini in zato njihov zapis vsebuje določen signal za sekrecijo, največkrat 
signalni peptid. Zato vsi avtorji priporočajo kot prvi korak pri iskanju efektorskih kandidatov 
določitev in silico sekretoma (Saunders in sod., 2012; de Jonge, 2012; Sperschneider in sod., 
2016; Kim in sod., 2016). Pri napovedovanju te lastnosti pa velikokrat pride do lažno 
pozitivnih ali negativnih rezultatov, saj imajo signalni peptidi in transmembranske domene 
(TM) hidrofobne regije, ki jih programi lahko določijo napačno.  
 
Poleg tega se lahko nekateri proteini s prisotnim signalnim peptidom vsidrajo v 
endoplazmatski retikulum (ER) zaradi hidrofobnega signala na C-terminalnem delu proteina 
ali ob prisotnosti ene ali več transmembranskih domen (Sonah in sod., 2016). Najpogosteje 
uporabljen program za napovedovanje signalnega peptida je SignalP6 (Petersen in sod., 
2011). Poleg omenjenega programa se uporabljajo tudi TMHMM7 (za določanje TM), 
WoLF PSORT8 (za določanje signalnega peptida, NLS, retencijskega signala na ER), 
Phobius9 (za določanje signalnega peptida in TM), ScanProsite10 (za določanje retencijskega 
signala na ER), LOCALIZER11 in drugi. V primeru hkratne uporabe različnih programov 
lahko dosežemo še večjo zanesljivost napovedi signalnega peptida. V splošnem so sekretorni 
proteini brez transmembranskih domen ali pa imajo samo eno napovedano transmembransko 
domeno, brez retencijskega signala na ER, poleg napovedanega signalnega peptida (Morais 
in sod., 2012; Brown in sod., 2012; Min, 2010; Seidl in sod., 2015). V Preglednici 9 so 
zbrane različne strategije določevanja sekretomov različnih gliv, ki temeljijo na prej napisani 
definiciji sekretornih proteinov. Nekatere raziskovalne skupine upoštevajo kot signalne tiste 
proteine brez TM (poleg napovedanega signalnega peptida) (Klosterman in sod., 2011; 
Guyon in sod., 2014).  
                                                 
6 Server SingalP napove prisotnost in mesto cepitve signalnega peptida v aminokislinskih zaporedjih (Nielsen 
in sod., 1997). http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 
7 TMHMM je metoda za napovedovanje proteinske topologije. Napoveduje transmembranske helikse in 
razlikuje med topnimi in membranskimi proteini z visoko mero natančnosti (Sonnhammer in sod., 1998; Krogh 
in sod., 2001). http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 
8 WoLF PSORT je program, ki pretvori aminokislinska zaporedja proteinov v numerične lokalizacijske 
lastnosti, ki temeljijo na signalih za razvrščanje, na aminokislinski sestavi in na funkcionalnih motivih, kot so 
motivi za vezavo na DNA (Horton in sod., 2007). http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html 
9 Phobius je program za predikcijo transmembranskih domen in signalnih peptidov iz aminokislinskih 
zaporedij proteinov (Käll in sod., 2004). http://phobius.sbc.su.se/ 
10 ScanProsite je program, ki primerja preiskovano proteinsko zaporedje z vsemi vzorci ali profili, ki so 
zavedeni v podatkovni zbirki PROSITE, in podaja informacije o funkciji neopisanih proteinov (de Castro in 
sod., 2006). 
http://prosite.expasy.org/scanprosite/ 
11 LOCALIZER je bioinformacijsko orodje za predikcijo lokalizacije proteinov, ki temelji na strojnem učenju 
(Sperschnider in sod., 2017). http://localizer.csiro.au/ 
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Preglednica 7: Seznam priporočljivih podatkovnih baz za analizo z algoritmi BLAST. 
Table 7: List of recommended databases for BLAST algorithm analysis. 
Podatkovna baza Opis Spletna povezava Referenca 
Nacionalni center za biotehnološke 
informacije (angl. National Center for 
Biotechnology Information, NCBI)  
je del Nacionalne medicinske knjižnice ZDA. 
Vsebuje veliko podatkovnih zbirk, ki so 
relevantne za biotehnologijo in biomedicino. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ NCBI Resource 
Coordinators, 2017 
KOG (angl. EuKaryotic Orthologous 
Groups)  
je podatkovna baza in orodje za identifikacijo 




Tatusov in sod., 2003 
Podatkovna zbirka KEGG (angl. Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes)  
integrira genomske, kemične in sistemsko-
funkcijske informacije. 
http://www.genome.jp/kegg/kegg1.html Kanehisa in Goto, 
2000; Kanehisa in 
sod., 2014 
Podatkovna zbirka PHI (angl. 
Pathogen-Host Interaction Database) 
vsebuje kurirane molekularne in biološke 
informacije o genih, za katere je dokazano, da 
vplivajo na izid interakcij med patogeni in 
gostitelji. 
http://www.phi-base.org/ Baldwin in sod., 2006; 
Winnenburg in sod., 
2006 
MEROPS je podatkovna baza proteolitičnih encimov, 
njihovih substratov in inhibitorjev. 
https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml Rawlings in sod. 2016 
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Preglednica 8: Seznam priporočljivih podatkovnih baz za analizo z algoritmi HMMER. 
Table 8: List of recommended databases for HMMER algorithm analysis. 
Podatkovna baza Opis Spletna povezava Referenca 
Podatkovna zbirka PFAM  je velika zbirka proteinskih družin, vsaka je 
zastopana s številnimi poravnavami zaporedij in s 
skritim Markovim modelom (HMM). 
http://pfam.xfam.org/ Finn in sod., 2014 
Podatkovna zbirka 
SUPERFAMILY  
sestoji iz strukturnih in funkcijskih anotacij za 
proteine in genome. Deluje na podlagi HMM.  
http://supfam.cs.bris.ac.uk/SUPERFAMILY/ Gough in sod., 2001 
Podatkovna zbirka CAZy (angl. 
Carbohydrate Active enZYmes) 
opisuje družine sorodnih encimov s katalitično 
domeno in domeno za vezavo na ogljikove hidrate . 
http://www.cazy.org/ Cantarel in sod., 
2009; Lombard in 
sod., 2014 
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Za določanje NLS se poleg programa WoLF PSORT uporabljajo tudi drugi programi, ki 
NLS napovedo z večjo verjetnostjo. Brameier in sodelavci (2007) so določili, da lahko 
najbolj zagotovo napovedo NLS z uporabo dveh programov: NucPred12 (> 0,80) in 
PredictNLS13. 
 
Preglednica 9: Pregled uporabe programov za določitev sekretornih proteinov različnih gliv. Iz 
proteoma so avtorji ohranili proteine z napovedanim signalnim peptidom ter odstranili proteine z 
napovedanimi transmembranskimi domenami (TM) in z napovedanim retencijskim signalom na 
endoplazmatski retikulum (ER). 
Table 9: Overview of software usage for secretion protein determination from different fungi. From the 
proteome, the authors extracted proteins with a putative signal peptide and removed proteins with 
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2.5.2.3 Določitev kandidatnih sekretornih efektorskih proteinov (CSEP) 
 
Iz širokega nabora sekretornih proteinov je potrebno v naslednjem koraku določiti kandidate 
z najbolj verjetno vlogo efektorja, pri čemer lahko postopamo na več načinov. Vsem spodaj 
opisanim metodam je skupno to, da želijo določiti dobre CSEP, katerim se v sledečih korakih 
s funkcionalno analizo potrdi vloga v virulenci. 
 
Nekatere raziskovalne skupine razumejo definicijo efektorjev ožje, torej se fokusirajo le na 
proteine, ki nimajo nobenih encimskih lastnosti, torej niso CWDE, in tako izločijo gene, ki 
imajo podobnost na encime v podatkovnih bazah CAZy, NCBI in/ali MEROPS (de Jonge, 
2012, Heard in sod., 2015; O'Connel in sod., 2012). Medtem druge skupine uvrščajo encime 
tudi v svoj nadaljnji nabor proteinov (do Amaral in sod. 2012; Klosterman in sod., 2011).  
 
 
                                                 
12 NucPred analizira evkariontska proteinska zaporedja in napove, če protein nekaj časa preživi v jedru ali ne 
(Brameier in sod., 2007). https://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/ 
13 PredictNLS je avtomatizirano orodje za analizo in determinacijo NLS (Cokol in sod., 2000). 
 https://www.predictprotein.org/ 
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De Jonge (2012) je razvil svojo shemo za in silico identifikacijo efektorjev gliv: 
 
1. Anotiranje celotnega genoma z InterProScan ali Blast2GO orodjem. 
 
2. Izbiranje genov, ki imajo zapis za signalni peptid z določanjem preseka med 
naslednjimi programi: Phobius, SignalP in WoLF PSORT; ter izključevanje proteinov, ki 
imajo transmembranske domene in retencijski signal v ER. 
 
3. Sortiranje genov s signalnim peptidom glede na njihovo potencialno encimsko 
aktivnost na specifične encimske skupine in na skupine podatkovne zbirke CAZy14 
(Carbohydrate-Active enZYmes). 
 
4. Preverjanje podobnosti s proteini v podatkovni zbirki PHI15 (Pathogen Host 
Interaction). 
 
5. Preverjanje dolžine proteinov (≤ 300 aminokislin, bogatih s cisteinom).  
 
Saunders in sodelavci (2012) so ubrali drugačno pot: 
 
1. Predikcija sekretoma (SignalP, TMHMM, TargetP16). 
 
2. Združevanje sekretornih in ne sekretornih proteinov na podlagi zbiranja po Markovu 
(angl., Markov clustering). 
 
3. Funkcionalna anotacija (PFAM, B2GO). 
 
4. Iskanje ohranjenih aminokislinskih motivov (MEME17). 
 
5. Anotacija efektorskih lastnosti (in planta izražanje, homologija na avirulentne in 
haustorijske proteine, prisotnost NLS signala, dolge FIR, proteini, manjši od 300 
aminokislin in z več kot 3 % cisteinskih ostankov, prisotnost RCP z uporabo programa 
T-Reks18, proteini brez PFAM domen ali efektor specifične PFAM domene). 
 
6. Hierarhično zbiranje na podlagi lastnosti iz točke 5. 
 
Pri napovedovanju efektorske vloge posameznega gena je bil pred kratkim razvit program 
EffectorP, ki sloni na analizi do sedaj znanih efektorjev z metodo strojnega učenja in doseže 
tudi do 80 % specifičnost napovedi. Na podlagi analize lastnosti že določenih efektorskih 
                                                 
14 Podatkovna zbirka CAZy opisuje družine sorodnih encimov s katalitično domeno in domeno za vezavo na 
ogljikove hidrate (Cantarel in sod., 2009; Lombard in sod., 2014). http://www.cazy.org/ 
15 Podatkovna zbirka PHI (angl. pathogen-host interaction) vsebuje kurirane molekularne in biološke 
informacije o genih, za katere je dokazano, da vplivajo na izid interakcij med patogeni in gostitelji (Baldwin 
in sod., 2006; Winnenburg in sod., 2006). http://www.phi-base.org/ 
16 TargetP napoveduje subcelularno lokalizacijo evkariontskih proteinov (Emanuelsson in sod., 2007). 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ 
17 MEME (Multiple Em for Motif Elicitation) je orodje za odkrivanje novih aminokislinskih motivov (Bailey 
in Elkan, 1994). http://meme-suite.org/tools/meme 
18 T-REKS je orodje za odkrivanje tandemskih ponovitev v zaporedjih proteinov (Jorda in Kajava, 2009). 
http://bioinfo.montp.cnrs.fr/?r=repeatDB 
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molekul upošteva dolžino sekvence, molekulsko težo, naboj proteina, vsebnost cisteina, 
serina in triptofana. Še posebej je ta program uporaben, če ga kombiniramo z ekspresijo in 
planta (Sperschneider in sod., 2016).  
 
2.7 PROUČEVANJE VLOGE KANDIDATNIH SEKRETORNIH EFEKTORSKIH 
PROTEINOV 
 
Kot naslednje je potrebno bioinformacijsko določene efektorske kandidatne gene 
ovrednotiti, torej pokazati njihov vpliv na fenotip fitopatogene glive. V te namene se 
uporabljajo pristopi reverzne genetike, torej različne mutacijske analize, s katerimi se vnese 
sprememba v DNA zaporedje proučevanega gena CSEP. Najpogosteje se fenotipi mutantov 
analizirajo s patogenimi testi na gostiteljskih rastlinah z ocenjevanjem bolezenskih znamenj 
(Selin in sod., 2016). Če se bolezenska znamenja ne pojavijo (ob pravilno izvedenih 
kontrolah), lahko trdimo, da ta gen sodeluje pri virulenci glive (Flajšman in sod., 2016).  
 
Mutacijske analize lahko povzročijo naključne mutacije ali pa ciljno mutirajo izbran gen. 
Poznamo tri nivoje ciljne mutacije genov: pri vgradnji heterologne DNA na neko mesto 
znotraj gena povzročimo ciljno prekinitev gena (angl. knock-in), pri izmenjavi med 
hetorolognim DNA zaporedjem in tarčnim genom povzročimo izbitje gena (angl. knock out), pri 
vstavljanju specifičnega konstitutivnega ali inducibilnega promotorja pred endogenim genom pa 
povzročimo spremembo ali nadzor genske ekspresije (Frandsen, 2011). 
 
Mutagenezo lahko vršimo na več načinov. En izmed njih je elektroporacija, ki poteka 
večinoma na protoplastih, kjer glivni material za kratek čas izpostavimo visoko 
amplitudnemu električnemu polju, kar permeabilizira membrano in omogoča vnos tuje DNA 
(Li in sod., 2017). DNA lahko vnašamo tudi po 15‒30 min tretiranju s CaCl2 ali polietilen 
glikolom, kar poveča sposobnost celic, da vključijo tujo DNA, vendar uporabljamo za tak 
pristop prav tako protoplaste (Rehman in sod., 2016). Ker pa je priprava protoplastov zelo 
težaven postopek, taki pristopi niso najbolj optimalni (Weld in sod., 2006). Za glive, ki 
proizvajajo malo materiala za pripravo protoplastov ali katerim ne poznamo sestave celične 
stene, se uporablja biolistika. To je bombardiranje zlatih ali volframivih delcev, ki vsebujejo 
tujo DNA, v glivno tkivo in posledično v genom (Su in sod., 2017). Od vseh pristopov se pri 
glivah pogosto uporablja transformacija s pomočjo A. tumefaciens (angl., A. tumefaciens 
mediated transformation, ATMT), ki je relativno preprosta metoda. Primerna je tako za 
homologno rekombinacijo kot tudi za naključno insercijsko mutagenezo. Pri slednjem 
zlahka identificiramo mesto vgradnje DNA s poznavanjem insercijskega mesta T-DNA in s 
tem je omogočeno pregledovanje vloge kandidatov z metodo visoke prepustnosti (angl. high 
throughput screening) (Santhanam in sod., 2012). Poleg ATMT lahko naključno mutagenezo 
vršimo tudi z integracijo s pomočjo restrikcijskih encimov (angl. restriction enzyme 
mediated integration, REMI). Pri tej metodi se insercijska kaseta vključi v glivno celico 
skupaj z restrikcijskimi endonukleazami. Kaseta se vgradi v prepoznavna mesta encimov 
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(Dmitruk in Sibirny, 2007). Pri glivah, kjer druge metode ne delujejo najbolje, je možno 
utišati translacijo genov z interferenčno RNA (iRNA) (Panwar in sod., 2015; Pliego in sod., 
2013). Metoda deluje tako, da z iRNA inaktiviramo mRNA in posledično se protein ne 
sintetizira. Z izjemno natančnostjo izvajamo mutacije z novimi pristopi mutacijskih analiz, 
kot so sistemi ZFN (nukleaze cinkovih prstkov, angl. zink finger nucleases), TALEN 
(efektorske nukleaze, podobne transkripcijskim aktivatorjem, angl. transcription activator-
like effector nucleases) in CRISPR/Cas9 (Wood in sod., 2011; Jiang in sod., 2013; Hsu in 
sod., 2014). 
2.7.1 Transformacija s pomočjo Agrobacterium tumefaciens (ATMT) 
Kljub naprednim tehnologijam je daleč najbolj uporabljena metoda ATMT, saj ni potrebe 
po predhodni pripravi protoplastov (Frandsen in sod., 2012; Maruthachalam in sod., 2011; 
Wang in sod., 2016). Prednost metode ATMT je tudi, da omogoči stabilno integracijo ene 
tuje DNA molekule in s tem je postala standardni postopek za genski inženiring 
fitopatogenih gliv (Frandsen in sod., 2012).  
Poleg rastlin je bakterija A. tumefaciens sposobna tudi transformacije gliv ob ustreznem 
dodatku fenolnih komponenet (kot je acetosiringon) (Knight in sod., 2010, 2009; Su in sod., 
2012). Leta 1996 so z ATMT prvič transformirali kvasovko Saccharomyces cerevisiae (Piers 
in sod., 1996). Do danes je bila metoda uporabljena za pripravo knjižnice naključnih mutant 
(naključna insercijska mutageneza; vnos T-DNA v naključno mesto v genomu), na podlagi 
katerih so določili fenotipe za specifične gene. Frandsen in sod. (2008) so nedvomno 
izboljšali uporabo ATMT z izboljšano tehniko kloniranja. Uporabili so USER-Friendly 
tehniko kloniranja, ki temelji na vgradnji uracila na določena mesta pomnoženih 
rekombinantnih regij pred in za CSEP in omogoča kloniranje večjega števila fragmentov v 
posebno zasnovanih vektorjih. Postopek je podrobneje opisan v Sliki 9. Ta način kloniranja 
je naša skupina že uspešno uporabila za pripravo delecijskih mutant glive V. nonalfalfae 
(Flajšman in sod., 2016). 
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Slika 9: Sistem USER kloniranja za tarčno delecijo specifičnih genov z ATMT (Frandsen in sod., 2008). 
A) Najprej je potrebno pripraviti posebne začetne oligonukleotide (ZO), ki imajo dodatno specifično
zaporedje 9 nukleotidov. Ti štrleči konci ZO vsebujejo uracil namesto timidina in ZO pomnožujejo
skupaj z LHRS (levo homologno rekombinacijsko sekvenco) in DHRS (desno homologno
rekombinacijsko sekvenco) kandidatnih sekretornih efektorskih proteinov še ta dodatna specifična
zaporedja. Ker je v ZO uporabljen uracil, je obvezna uporaba posebne DNA polimeraze, ki prepozna
tudi to bazo. B) Pomnožene LHRS in DHRS pripravimo za kloniranje tako, da uporabimo specifične
USER encime, ki cepijo verigo DNA pri uracilu. C) Poseben vektor je zasnovan tako, da ob tretiranju z
restrikcijskimi encimi PacI in Nt.BbvCI nastanejo lepljivi komplementarni konci pomnoženim LHRS in
DHRS. D) Fragmenti s komplementarnimi lepljivimi konci (LHRS, DHRS in vektor) se sestavijo med
seboj.
Figure 9: USER cloning system for target deletion of specific genes with ATMT (Frandsen in sod., 2008).
A) In the first step, specific primers with an additional specific sequence of 9 nucleotides should be
prepared. These four primers contain uracil instead of thymidine, so the primers multiply the LHRS
(left homologous recombination sequence) and DHRS (right homologous recombination sequence) of
CSEPs (candidate secreted effector proteins) as well as these additional specific sequences. Since uracil
is used in the primers, it is essential to use a specific DNA polymerase that can also recognize uracil. B)
Multiplied LHRSs and DHRSs are prepared for cloning by using specific USER enzymes that cleave the
DNA chain at uracil. C) A specific vector is designed so that, after treating with PacI and Nt.BbvCI
restriction enzymes, it generates complementary overhangs with the amplified LHRSs and DHRSs. D)
Fragments with complementary overhangs (LHRS, DHRS and vector) are properly arranged among
themselves.
2.8 KARAKTERIZACIJA GLIVNIH EFEKTORSKIH KANDIDATOV 
Po potrjeni vpletenosti CSEP v procese patogeneze, na primer s fenotipskimi testi mutantov, 
sledi biološka, biokemijska in fizikalna karakterizacija kandidatov, s katero želimo razložiti 
njihovo biološko vlogo. Za razliko od bakterijskih in oomicetnih efektorjev je malo glivnih 
efektorjev funkcijsko okarakteriziranih. To je najverjetneje povezano s tem, da je z 
Uporaba USER encimov 
Prileganje DNA fragmentov 
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nekaterimi obligatornimi biotrofi težko manipulirati v laboratoriju (Selin in sod., 2016). 
Poleg tega veliko mutantov gliv sploh ne kaže spremenjenega fenotipa, saj funkcijo 
prevzamejo drugi geni, pride do t. i. funkcionalne redundance, včasih pride tudi do 
nezmožnosti merjenja majhnih sprememb v fenotipu (Giraldo in Valent, 2013). Vendar so 
različne napredne tehnologije, ki temeljijo na podobnostih nukleotidnega zaporedja ali 
stukturnih podobnosti z že znanimi proteini, bistveno prispevale k razumevanju vloge 
sekretornih glivnih efektorjev. Večji izziv predstavlja karakterizacija tistih proteinov, ki ne 
kažejo nobenih podobnosti. Navajamo nekaj možnosti karakterizacije efektorskih molekul. 
 
Veliko informacij poda in planta ekspresija efektorskih genov, saj lahko na podlagi 
ekspresijskih vzorcev sklepamo o prisotnosti efektorja med okužbo gostitelja (Heard in sod., 
2015). Najpogosteje se za ta namen uporabi RT-qPCR, s čimer lahko določimo časovno in 
tkivno specifično ekspresijo genov. Vendar se uporabljajo tudi proteomske analize, RNA-
Seq analize, Norther blot, analize na mikročipih in ostali pristopi (Liu in sod., 2012b; 
Duressa in sod. 2012; Heard in sod., 2015). Na primer, efektor Ave1 v V. dahliae so odkrili 
s pomočjo podatkov RNA-Seq. S sekvenciranjem populacije genomov gliv V. dahliae z 
visoko prepustnostjo so identificirali en sam 50 kb odsek, ki se je pojavil le pri določenem 
patotipu (race 1), ki sproži odpornostjo gostitelja. Rezultati RNA-Seq analize okuženih 
rastlin Nicotiana benthamiana z glivo V. dahliae so razkrile en sam zelo izražen ORF v tej 
regiji, kasneje imenovan Ave1 (avirulenca na paradižniku Ve1, agl. Avirulence on Ve1 
tomato) (de Jonge in sod., 2012). 
 
Kot naslednja pomembna informacija pri karakterizaciji efektorjev je lahko njihova 
lokalizacija v apoplastu ali v celici. Pred kratkim so objavili bioinformacijsko orodje 
ApoplastP19, ki je nadvse uporabno orodje, saj napove, s kakšno verjetnostjo se analiziran 
protein lokalizira v apoplast (Sperschneider in sod., 2017b). To je potrebno preveriti še 
eksperimentalno, za kar se največkrat uporablja imunolokalizacija, ki deluje tako, da 
pripravimo mutant glive, torej preiskovanemu proteinu pripnemo nek označevalec (npr. 
hemaglutinin) na nukleotidno zaporedje, katerega detektiramo na izraženem proteinu s 
fluorescenčnimi protitelesi med fluorescenčno mikroskopijo. Tako so Doehlemann in sod. 
(2009) določili, da je Pep1 glive Ustilago maydis apoplastni efektor.  
 
Efektorji že po definiciji interagirajo z rastlinskimi proteini, vendar je seveda te interakcije 
potrebno dokazati. Dvohibridni kvasni sistem (angl. yeast two-hybrid, Y2H) je zelo 
učinkovit za presejanje potencialnih interaktorjev z visoko prepustnostjo. Na ta način je bila 
določena interakcija med receptorjem Pi-ta rastline riža in efektorjem AvrPita glive 
Magnaporthe grisea (Jia in sod., 2000). Specifično interakcijo med efektorjem in receptojem 
lahko potrdimo tudi z agroinfiltracijo, ki omogoča prehodno ekspresijo različnih genov v 
rastlinah, študijo ekspresije tujih genov, utišanje genov, produkcijo proteina in spremljanje 
                                                 
19 ApoplastP je bioinformacijsko orodje, ki temelji na strojnem učenju, za napovedovanju lokalizacije 
proteinov v apoplast (Sperschneider in sod., 2017a). http://apoplastp.csiro.au/ 
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poti signalne transdukcije (Panwar in sod., 2015). Poteka tako, da ekspresijske vektorje 
transportiramo v rastlino z vakumsko infiltracijo ali z direktnim vbrizganjem v liste rastlin. 
Na tak način je bila izvedena koekspresija Ave1 efektorja iz V. dahliae in homologov 
paradižnikovega gena za odpornost Ve1 iz tobaka, krompirja, jačevca in hmelja, ki je 
rezultirala v HR ob prepoznavi Ave1 in homologov Ve1 (Song in sod., 2017). Interakcije 
med proteini lahko dokazujemo tudi z metodami BiFC (biomolekulska fluorescenčna 
komplementacija, angl. biomolecular fluorescent complementation) (Kerppola, 2006; 
Hemetsberger in sod., 2012), z izotermalno titracijsko kalorimetrijo (Mentlak in sod., 2012; 
de Jonge in sod., 2010) in drugače. 
Marton K. In silico določitev in mutacijska analiza ... efektorjev ... glive Verticillium albo-atrum. 




3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 UPORABLJEN BIOLOŠKI MATERIAL 
 
3.1.1 Gliva V. nonalfalfae 
 
Letalni patotip glive V. nonalfalfae (izolat T2) je izhajal iz zbirke škodljivih organizmov 
Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS). Glivo smo gojili na sobni 
temperaturi v temi, na 1/2 CD gojišču [16,8 g/l Czapek Dox, 1 g/l sladnega ekstrakta, 1 g/l 
peptona (vse troje iz Duchefa, Nizozemska), 1 g/l kvasnega ekstrakta (Sigma Life Science, 
ZDA)]. Trdim gojiščem smo dodali 15 g/l agarja (Duchefa, Nizozemska). Kot alternativo 
smo uporabljali tudi krompirjev dekstrozni agar. 
 
3.1.2 Bakterija Escherichia coli 
 
Za namnoževanje plazmidov smo uporabili sev DH5α bakterije Escherichia coli. Bakterije 
E. coli smo gojili v tekočem (120 obr/min na stresalniku WB30-STE (Kambič, Slovenija)) 
ali na trdem (10 g/l agar) gojišču LB (Luria-Bertani) (Sigma Life Science, ZDA) pri 37 °C. 
Plazmide smo iz E. coli izolirali po protokolu, opisanem v poglavju 3.2.4.  
 
3.1.3 Bakterija Agrobacterium tumefaciens 
 
Sev LBA4404 bakterije Agrobacterium tumefaciens smo uporabljali za transformacijo glive 
V. nonalfalfae. A. tumefaciens smo gojili v tekočem YEB gojišču [5 g/l saharoze (Duchefa, 
Nizozemska), 5 g/l peptona (Sigma Life Science, ZDA), 5 g/l govejega ekstrakta (Sigma 
Life Science, ZDA), 1 g/l kvasnega ekstrakta (Sigma Life Science, ZDA), 1 g/l 
MgSO4×7H2O (Merck, ZDA), pH 7,0] v erlenmajericah na 28 °C pri 130 obr/min za pripravo 
elektrokompetentnih celic in za shranjevanje potrejnih celic na −80 °C. Priprava 
elektrokompetentnih A. tumefaciens in transformacija glive V. nonalfafae z A. tumefaciens 
je opisana v poglavju 3.5.1. 
 
Potrjene kolonije A. tumefaciens smo pripravili za transformacijo tako, da smo zamrznjene 
celice odtalili na ledu. 500 μl A. tumefaciens smo nacepili v 20 ml tekočega gojišča IMAS 
[9 ml 10 % (w/v) glukoze (Fisher Scientific, Anglija), 25 ml 20 % (w/v) glicerola, 400 ml 
2,5× raztopine soli (3,625 g/l KH2PO4 (Kemika, Hrvaška), 5,125 g/l K2HPO4, 0,375 g/l 
NaCl, 1,250 g/l MgSO4×7H2O, 0,165 g/l CaCl2×2H2O (Merck, ZDA), 0,0062 g/l 
FeSO4×7H2O (Zorka Šabac, Jugoslavija), 1,250 g/l (NH4)2SO4) (Merck, ZDA) in 
bidestilirano vodo do 1000 ml; po avtoklaviranju smo dodali 40 ml 1M MES hidrata (Sigma 
Life Sicence, ZDA) in 1 ml 200 mM acetosiringona (Sigma Life Sicence, ZDA)] v 100 ml 
erlenmajerice na 28 °C pri 120 obr/min čez noč do OD600 med 0,5 in 0,7. 
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3.1.4 Rastline hmelja (Humulus lupulus, L.) 
 
Hmelj je vzgajal Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) v litrskih loncih na 
opori iz trstike pod 12-urno fotoperiodo fluorescentne svetlobe (L 58W/77; Fluora, Osram). 
V fazi osvetlitve je bila temperatura 22 ºC in relativna zračna vlažnost 65 %, v času teme je 
bila temperatura 20 ºC in relativna zračna vlažnost 70 %. 
 
Iz rastlin hmelja (Humulus lupulus L.) je bila izolirana gliva V. nonalfalfae, saj je hmelj 
primarni gostitelj glive. Za umetno okuževanje hmelja smo divji tip glive V. nonalfalfae 
izolat T2 in/ali mutante najprej nacepili v tekoče gojišče GFM (angl. general fungal medium; 
Kayser, 1992) in gojili 6 dni na rotacijskem stresalniku pri sobni temperaturi na 50 obr/min 
v temi. Nato smo prešteli število spor z uporabo števne komore in spore ločili od preostale 
biomase s filtracijo ter s sterilno destilirano vodo redčili spore na koncentracijo 5 ∙ 106 
spor/ml inokuluma. Odvisno od nadaljnje uporabe rastlinskega materiala smo različno 
nadaljevali s protokolom: 
 
1. Za izolacijo RNA in nadaljnje analize RT-PCR smo z divjim tipom glive V. 
nonalfalfae umetno okužili neodporni kultivar hmelja Celeia in odporni kultivar 
hmelja Wye Target, oba v fenološki fazi BBCH 12. Dvanajstim rastlinam smo 
najprej odstranili zemljo iz korenin in jih sprali z destilirano vodo. V naslednjem 
koraku smo rastline umetno okužili tako, da smo korenine hmelja namakali 10 minut 
v suspenziji spor. Korenine negativnih kontrolnih rastlin smo namakali 10 minut v 
bidestilirani vodi. Po okuževanju smo rastline posadili in jih gojili v zgoraj zapisanih 
razmerah. 
2. V poskusih testiranja mutantov glive V. nonalfalfae smo uporabili tako divji tip 
izolata T2 kot mutante. Najprej smo ocenili sporulacijo mutantom z uporabo števne 
komore na podlagi sporulacije divjega tipa in spore redčili na enako koncentracijo 
kot prej. V poskusih testiranja mutantov V. nonalfalfae smo uporabljali le neodporen 
kultivar hmelja Celeia v fenološki fazi BBCH 12 ter bidestilirano vodo kot negativno 
kontrolo. Za okuževanje smo uporabili 12 ali 15 rastlin, kot je opisano zgoraj.  
 
3.2 IZOLACIJA NUKLEINSKIH KISLIN 
 
3.2.1 Izolacija visokomolekularne DNA iz V. nonalfalfae 
 
Visokomolekularno DNA glive V. nonalfalfae smo izolirali po protokolu Kump in sod. 
(2012) z določenimi prilagoditvami. Glivo V. nonalfalfae izolat T2 smo gojili 10 dni na 90 
mm petrijevkah (Labortehnika Golias, Slovenija). Spore smo z Drigalsky spatulo poželi v 5 
ml 50 mM EDTA (Sigma Life Science, ZDA) (pH 7,5), jih prenesli v 50 ml centrifugirko 
(Eppendorf, Nemčija) in centrifugirali 10 min na 4 °C pri 4000 obr/min (Eppendorf, 
Nemčija). Nastali pelet smo resuspendirali v raztopini lizirajočega encima iz glive 
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Trichoderma harzianum (Sigma Life Science, ZDA) (0,030 g encima smo raztopili v 1 ml 
pufra CPES [40 mM citronska kislina (Sigma Life Science, ZDA), 120 mM Na2HPO4 
(Kemika, Hrvaška), 1,2 M sorbitol (Duchefa, Nizozemska), 20 mM EDTA, 5 mM DTT 
(Sigma Life Science, ZDA), pH 6,0], raztopino prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirko in 
pustili čez noč na 30 °C. Naslednji dan smo vzorce centrifugirali 10 min na 14000 g, 
odstranili vmesno vodno plast iz mikrocentrifugirke in ponovno centrifugirali 2 min pri 
14000 g ter odpipetirali še preostanek vode iz vmesne plasti. Nato smo dodali 500 μl pufra 
TES [100 mM TRIS-HCl (pH 7,5) (Duchefa, Nizozemska), 10 mM EDTA, 2 % SDS (BDH, 
ZDA)] in 100 µg encima proteinaze K (Sigma Life Science, ZDA). Vzorec smo najprej 
močno mešali, nato pa inkubirali 30 min na 60 °C z občasnim mešanjem. V naslednjem 
koraku smo uravnali koncentracijo soli s 5 M NaCl na 1,4 M, dodali 1/5 volumna 5 % CTAB 
(Sigma Life Science, ZDA) in inkubirali 10 min na 65 °C. Po inkubaciji smo vzorcu dodali 
750 µl raztopine kloroforma in izoamilalkohola (24 : 1) (oboje Merck, ZDA) in ga premešali 
z obračanjem mikrocentrifugirke. Po inkubaciji 30 min na ledu je sledilo centifugiranje 10 
min pri 4 °C in 14000 g. Supernatant smo prenesli v novo 1,5 ml mikrocentrifugirko in dodali 
225 µl 5 M amonijeva acetata (Merck, ZDA). Ponovno je sledila inkubacija 30 min na ledu 
in centrifugiranje 10 min pri 4 °C in 14000 g. Supernatant smo zopet prenesli v novo 1,5 ml 
mikrocentrifugirko, vendar smo dodali 0,55 volumna izopropanola (Merck, ZDA), 
ohlajenega na ledu. Vzorec smo nato inkubirali 1 h na −20 °C ter centrifugirali 5 min pri 4 
°C in 14000 g. Odstranili smo supernatant, pelet pa smo dvakrat sprali v 70 % etanolu 
(Merck, ZDA) na sobni temperaturi. Ponovno smo odstranili supernatant in pelet osušili na 
sobni temperaturi ter ga raztopili v 50 µl raztopine TdE [10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, 
ddH2O (Integrated DNA Technologies, ZDA), pH 8,0]. Vzorec izolirane glivne DNA smo 
hranili na −20 °C. 
 
3.2.2 Izolacija DNA iz rastlin hmelja okuženega z V. nonalfalfae 
 
Rastlinski material smo zmleli v tekočem dušiku, dodali 700 μl CTAB pufra in dobro 
premešali. Suspenzijo smo prelili v mikrocentrifugirko in inkubirali 1,5–2 h pri 68 °C. Po 
inkubaciji smo dodali 700 μl zmesi kloroform : izoamilalkohol (24 : 1) in močno premešali. 
Sledilo je centrifugiranje 15 min pri 4 °C in 11000 obr/min. Vodno fazo smo prenesli v svežo 
centrifugirko in dodali 70 μl 3 M NaOAc (pH 5,2) ter 700 μl ledeno mrzlega izopropanola 
ter dobro premešali (Merck, ZDA). Vzorec smo postavili v zamrzovalnik za 30 min. Sledilo 
je ponovno centrifugiranje 15 min pri maksimalni hitrosti in 4 °C. Supernatant smo odlili, 
pelet pa sprali s 1000 μl 70 % etanola. Nato smo vzorec ponovno centrifugirali 15 min pri 
maksimalni hitrosti in 4 °C, vendar smo ves etanol odparili in oborino posušili na zraku. 
Oborini smo dodali 60 μl pufra TdE in pustili v hladilniku čez noč, da se je DNA raztopila. 
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3.2.3 Izolacija RNA iz rastlin hmelja okuženega z V. nonalfalfae 
 
RNA iz okuženih rastlin hmelja smo izolirali s kompletom Spectrum Plant Total RNA Kit 
(Sigma Life Science, ZDA) po navodilih proizvajalca. RNA smo za nadaljnje delo shranili 
na −80 °C. 
 
3.2.4 Izolacija plazmidov 
 
Za namnoževanje plazmidov smo uporabili celice E. coli DH5α, ki smo jih gojili v gojišču 
LB, kot je opisano zgoraj. Namnožene plazmide smo izolirali s kompletom za izolacijo 
plazmidov High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, ZDA) po navodilih proizvajalca. 
Izolirane plazmide smo za nadaljnje delo shranili na −20 °C. 
 
3.2.5 Izolacija DNA za potrjevanje transformantov V. nonalfalfae 
 
DNA iz transformantov smo izolirali po prilagojenem protokolu Koste (2012). Na 90 mm 
petrijevkah smo transformante gojili 7‒10 dni. Spore smo poželi s 5 ml sterilne deionizirane 
vode s pomočjo steklenih pasterk zvitih v črko L. Suspenzijo spor smo centrifugirali 10 min 
pri 4 °C in 4000 obr/min. Supernatant smo previdno odlili in pelet ponovno resuspendirali v 
5 ml sterilne deoinizirane vode ter suspenzijo ponovno centrifugirali 10 min pri 4 °C in 4000 
obr/min. Sledilo je ponovno odlivanje supernatanta, vendar smo pelet tokrat resuspendirali 
v 800 μl pufra za ekstrakcijo DNA [(0,35 M sorbitol, 0,1 M Tris-base (Duchefa. 
Nizozemska), 5 mM EDTA, pH 7,5) : (0,2 M Tris, 0,05 M EDTA, 2 M NaCl, 2 % CTAB) : 
(10 % w/v sarkozil (Sigma Life Science, ZDA)) = 2,5 : 2,5 : 1 z dodanim 3,8 g/l Na2SO3] 
ter 33 μl proteinaze K (Sigma Life Science, ZDA) (s koncentracijo 20 mg/ml). Suspenzijo 
smo prenesli v 2 ml mikrocentrifugirke s tesnilom in pokrovčkom na navoj, ki smo jih 
predhodno napolnili s steklenimi kroglicami premera 0,5 mm (Sigma Life Science, ZDA) 
do 500 μl. Mikrocentrifugirke smo stresali na stresalniku Mixer Mill, Star Beater (VWR, 
ZDA) 1 minuto pri hitrosti 25 Hz. Nato je sledila inkubacija vzorca eno uro na 65 °C z 
občasnim mešanjem. Vzorcu smo dodali 10 μl 10 mg/ml encima RNaseA (Sigma Life 
Science, ZDA) ter inkubirali na 37 °C vsaj 20 minut. V naslednjem koraku smo vzorcu 
dodali 400 μl raztopine PCI [fenol (Sigma Life Science, ZDA): kloroform : izoamilalkohol 
= 24 : 24 : 1] in mikrocentrifugirko ponovno stresali na stresalniku Mixer Mill, Star Beater 
za 5 minut pri hitrosti 5 Hz, čemur je sledila inkubacija za 5 minut na sobni temperaturi. 
Nato smo vzorec centrifugirali 15 min pri 12000 obr/min. 850 μl zgornje, vodne faze 
supernatanta smo prenesli v navadne 2 ml mikrocentrifugirke in dodali 450 μl zmesi 
kloroforma in izoamilalkohola v razmerju 24 : 1. Vzorec smo vorteksirali vsaj 10 s, nato pa 
je sledilo centrifugiranje za 10 minut pri sobni temperaturi in maksimalni hitrosti. V novo 
1,5 ml mikrocentrifugirko smo prenesli 750 μl supernatanta, kateremu smo dodali še 750 μl 
izopropanola. Vzorec smo nežno premešali z obračanjem mikrocentrifugirke, dokler se 
motnost vzorca ni več spreminjala in inkubirali 5 minut na sobni temperaturi. Sledilo je 
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centrifugiranje za 10 minut pri sobni temperaturi in maksimalni hitrosti. Nato smo 
supernatant odlili ter pelet sprali s 200 μl 70 % etanola in vzorec ponovno centrifugirali 10 
minut na sobni temperaturi in maksimalni hitrosti. V zadnjem koraku smo odpipetirali 
supernatant in odparili etanol na zraku tako, da smo pustili mikrocentrifugirke odprte 5–10 
min. Pelet smo raztopili v 50 μl vode, brez nukleaz (IDT, ZDA), in shranili na ‒20 °C. 
 
3.3 IZBIRA KANDIDATNIH SEKRETORNIH EFEKTORSKIH PROTEINOV GLIVE 
(CSEP) Verticillium nonalfafae: BIOINFORMACIJSKA ANALIZA GENOMA 
 
Z bioinformacijskimi orodji smo analizirali genske modele glive V. nonalfalfae (Jakše in 
sod., 2018). Za učinkovito analizo smo vzpostavili avtomatiziran bioinformacijski sistem za 
klasifikacijo kandidatnih sekretornih efektorskih proteinov (angl. candidate secreted effector 
proteins, CSEPs) pri vrstah Verticillium spp., katere shema je predstavljena v Sliki 19. Enak 
pristop smo ubrali za analizo 28 drugih gliv (razvidno is Priloge A), katerim smo določili še 
podobnost z CAZy in MEROPS podatkovno bazo ter število SSPs in SCRP.  
 
Najprej smo izvedli različne bioinformacijske analize, s katerimi smo genske modele 
funkcijsko anotirali. Uporabili smo iskanje s HMMER na Pfam, SUPERFAMILY in CAZy 
ter BLAST algoritem na NCBI, KOG, KEGG, MEROPS in PHI podatkovne baze ter 
Blast2GO orodje. Genskim modelom smo določili tudi druge lastnosti, povezane z efektorji, 
kot je ekspresija in planta (podatki RNA-Seq okuženega hmelja z V. nonalfalfae) (Progar, 
2017; Dodatna datoteka 1), število aminokislin v proteinskih produktih, delež cisteinov 
(ProtParam20), prisotnost signala za lokalizacijo v jedro (angl. nuclear localization signal, 
NLS) (PredictNLS ter NucPred). 
 
Stopnjo izražanja genskih modelov za Dodatno datoteko 1 smo določili tako, da smo glivne 
transkripte najprej identificirali z mapiranjem odčitkov na referenčni genom glive V. 
nonalfalfae z minimalno sekvenčno podobnostjo 90% in vsaj 90% pokritostjo z uporabo 
programa CLC Workbench. V naslednjem koraku smo izvedli normalizacijo s sredinskimi 
M vrednostmi (Robinson in Oshlack, 2010), da bi odpravili pristranske sestave med 
knjižnicami. Število odčitkov smo pretvorili v log2 odčitkov na milijon (angl. log2-counts-
per-million, logCPM), kjer smo kot mejno vrednost izbrali CPM>1. Temnejša rdeča 1004 
barva pomeni višjo ekspresijo. 
 
V naslednjem koraku smo določili sekretom glive in silico. Sekretom predstavljajo tisti geni, 
ki imajo zapis za signalni peptid napovedan s tremi programi (SignalP4.1, WoLF PSORT in 
Phobius). Zatem smo odstranili tiste gene, ki imajo s programoma Phobius in SignalP4.1 
predvideno več kot eno transmembransko domeno ter lokalizacijo na ER z orodjem WoLF 
PSORT. Izločili smo vse genske modele z encimsko aktivnostjo ogljikovih hidratov 
                                                 
20 ProtParam je bioinformacijsko orodje na ExPASy serverju za računanje različnih fizikanih in kemijskih 
parametrov za proteine (Gasteiger in sod., 2005). https://web.expasy.org/protparam/ 
Marton K. In silico določitev in mutacijska analiza ... efektorjev ... glive Verticillium albo-atrum. 




(podobnosti na podatkovno bazo CAZy). V nadaljevanju smo ohranili genske modele z 
efektor specifičnimi PFAM domenami ali genske modele brez PFAM domen. V izbor smo 
dodali še tiste genske modele, za katere smo napovedali, da imajo poleg signalnega peptida 
še signal za lokalizacijo v jedro. 
 
Sledil je korak rangiranja CSEP. Najprej smo rangirali lastnosti od najpomembnejših po 
vrstnem redu:  
1) Statistično značilno različno izražanje genskih modelov letalnega patotipa v 
primerjavi z blagim patotipom glive V. nonalfalfae gojene na ksilem simulirajočem 
mediju (relativna vrednost izražanja (angl. fold change, FC) ≥ 1,5 ali ≤ −1,5) (Jakše 
in sod., 2018). 
2) Genski modeli, ki niso kazali nobene podobnosti z že znanimi proteini. 
3) Prisotnost genskega modela na letalno specifični regiji izolata T2 glive V. 
nonalfalfae. Teh genskih modelov torej ni bilo mogoče najti v blagem patotipu glive 
(Jakše in sod., 2018). 
4) Majhni, s cisteinom bogati genski modeli, SSCP, čigar produkte sestavlja manj kot 
150 aminokislin in več kot 3 % cisteinov. 
5) Podobnost na eksperimentalno potrjene efektorje podatkovne baze PHI. 
 
CSEP smo rangirali tako, da smo ocene lastnosti obtežili. Oceno genskih modelov, ki so 
imele lastnosti pod točko 1 smo pomnožili s 5, pod točko 2 s 4, pod točko 3 s 3, pod točko 4 
s 2 in pod točko 5 z 1. Izbrali smo tiste genske modele glive V. nonalfalfae, ki so dobili 
najvišji seštevek ocen. S 44 najbolje rangiranimi genskimi modeli, to je s prioritetnimi 
genskimi modeli, smo nadaljevali delo.  
 
Sekretom smo kasneje analizirali tudi z orodjema ApoplastP in EffectorP. 
 
3.3.1 Statistična obdelava podatkov 
 
Obogatenost določenih skupin v določenem naboru podatkov (Superfamily, MEROPS, 
Blast2GO, KOG) smo določili s hipergeometrično porazdelitvijo (Tohma in sod., 1991). 
Uporabili smo ukaz HYPERGEOM.DIST v Excelu, kjer smo uporabili število posamezne 
skupine sekretoma za vzorec_s, velikost sekretoma za številko vzorca, število posamezne 
skupine v proteomu za populacijo_s, velikost proteoma za številko_populacije in TRUE za 
kumulativno porazdelitev. 
 
Med seboj smo primerjali različne podatke (CAZy, MEROPS, SSP in SSCP) za različne 
glive. Da obstajajo razlike med njimi, smo določili s testom dvosmerna ANOVA za 
neponovljene meritve, statistično značilne razlike pa smo določili s Tukeyevim testom. 
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3.4 DOLOČANJE EKSPRESIJE CSEP in planta 
 
Z metodo obratne transkripcije in verižne reakcije s polimerazo (RT-qPCR), ki je 
uveljavljena v našem laboratoriju (Štajner in sod., 2013), smo izbranim prioritetnim CSEP 
določili gensko ekspresijo v rastlinah hmelja, okuženih z glivo V. nonalfalfae, pri različnih 
časovnih točkah in v različnih tkivih rastline.  
 
V časovnih točkah 6, 12 in 18 dni po okužbi hmelja z V. nonalfalfae smo izolirali RNA 
(Spectrum Plant Total RNA Kit, Sigma Life Science, ZDA, po navodilih proizvajalca) 
posebej iz korenin in posebej iz stebel okuženega hmelja odporne sorte Wye target (WT) in 
občutljive sorte Celeia (CE). Prav tako smo iz enakih vzorcev izolirali še DNA (po protokolu 
pod poglavjem 3.2.5). Sledil je prepis RNA v cDNA (High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit, Thermo Fisher Scienfitic, ZDA, po navodilih proizvajalca). Kandidatne 
gene smo pomnoževali z uporabo Fast SYBR Green tehnologije (FastStart Universal SYBR 
Green Master (Rox), Roche, ZDA) z detekcijskim sistemom ABI PRISM 7500 Fast 
Sequence Detection System (Applied Biosystems, ZDA). Končne koncentracije v 10 μl 
reakcijah so bile: 5 μl FastStart Universal SYBR Green Master, 58 ng cDNA ter 300 nM 
vsakega ZO. Pomnoževanje cDNA je potekalo po naslednjem programu: začetna 
denaturacija je trajala 10 min pri 95 °C, sledilo je 40 ciklov izmenjevanja temperature 95 °C 
za 10 s in 60 °C za 30 s. 
 
Začetne oligonukleotide (ZO) za CSEP smo oblikovali s programom Primer Express 3.0.0 
(Applied Biosystems, ZDA), kjer smo upoštevali, da je končni produkt dolg maksimalno 
110 bp, da ima optimalno talilno temperaturo (Tm) 60 °C in delež GC med 30 % in 80 %. 
Nukleotidna zaporedja ZO se nahajajo v Prilogi B. 
 
Za normalizacijo izražanja CSEP na glivno biomaso smo uporabili referenčna gena (RG) 
spojitveni dejavnik SF3a1 (ZO:SF-F/R) in topoizomerazo (ZO:Top-F/R), ki smo ju 
predhodno validirali kot najprimernejša (glej poglavje 3.4.1). Za normalizacijo izražanja 
CSEP in planta smo uporabili glivo, gojeno na ½ CD gojišču, kot kontrolni vzorec. 
Relativno vrednost izražanja genov (RVI) med testnim in kontrolnim vzorcem smo 
izračunali iz cT vrednosti, podobno kot predlagata Livak in Schmittgen (2001): 
𝑅𝑉𝐼 = 2ˆ(−∆∆𝑐𝑇)                                                                                              ... (1) 
 
Zaradi velikega števila vzorcev smo CSEP najprej pomnožili na združenih vzorcih. Le-ti so 
bili združeni podobno kot pri določanju referenčnih genov (glej poglavje 3.4.1) in kot je tudi 
razvidno na Sliki 10, vendar smo uporabili le koreninske vzorce zaradi boljšega izražanja 
CSEP v koreninah. RT-PCR smo izvedli v dveh tehničnih ponovitvah. RVI smo izračunali 
tako, kot je razloženo zgoraj. Tistim CSEP, ki so bili najbolj izraženi v CE, smo ekspresijo 
določili še z RT-PCR v 5 bioloških ponovitvah, z 2 tehničnima ponovitvama in jih vključili 
v mutacijsko analizo (glej poglavje 3.5). 
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3.4.1 Določitev referenčnih genov za ekspresijo genov V. nonalfalfae in planta 
 
Referenčni geni so služili za normalizacijo glivne biomase V. nonalfalfae med okuževanjem 
hmelja, saj se količina le-te lahko zelo razlikuje. Pred podoben problem so bili postavljeni 
Imbeaud in sodelavci (2005), zato smo se reševanja lotili podobno. 
 
V literaturi smo poiskali različne že validirane referenčne gene, kot so beta tubulin (Btub) 
(Cusick in sod., 2014), ubikvitinaza (Ubi) (Yan in Liou, 2006) in elongacijski faktor 1 
(EF1A, EfTu) (Yan in Liou, 2006). Temu izboru smo dodali nekatere gene po izkušnjah 
starejših kolegov, kot so spojitveni dejavnik SF3a1 (SF) in topoizomeraza (Top). 
 
Začetne oligonukleotide (ZO) za validacijo referenčnih genov smo oblikovali tako, kot je 
opisano v poglavju 3.5. Nukleotidna zaporedja ZO se nahajajo v Prilogi C (beta tubulin 
(Btub-F/R), ubikvitinaza (Ubi-F/R), elongacijski faktor 1 (EF1A-F/R, EfTu-F/R), spojitveni 
dejavnik SF3a1 (SF-F/R) in topoizomeraza (Top-F/R)). 
 
Vse kandidatne referenčne gene (KRG) smo testirali tako, da smo izvedli metodo RT-qPCR 
(enako kot opisano pri poglavju 3.3) na združenih vzorcih cDNA hmelja (vsak združen 
vzorec vsebuje 5 bioloških ponovitev, Slika 10), okuženega z V. nonalfalfae, s posameznimi 
pari ZO KRG. Na enakih kombinacijah vzorcev smo izvedli še qPCR na izolirani DNA z 
ZO 9-1gs-for/rew (Radišek in sod., 2004; Štajner in sod., 2013) (nukleotidno zaporedje se 
nahaja v Prilogi C), za kvantifikacijo glivne biomase v okuženih rastlinah.  
 
6 dpi 12 dpi 18 dpi 6 dpi 12 dpi 18 dpi 
      
      
Slika 10: Razporeditev združenih vzorcev hmelja, okuženega z V. nonalfalfae, za izbor najbolj 
primernega referenčnega gena za analizo RT-qPCR (dpi – days post inoculation, dni po okužbi). Vsak 
združen vzorec vsebuje 5 bioloških ponovitev. 
Figure 10: Distribution of pooled samples of hops infected with V. nonalfalfae for the purpose of selecting 
the most suitable reference gene for RT-qPCR analysis (dpi – days post inoculation). Each combined 
sample contains 5 biological replicates. 
  
S Pearsonovim koeficientom korelacije smo preverjali premosorazmenost ekspresije 
kandidatnih referenčnih genov glive V. nonalfalfae s količino glive (9-1gs-for/rew) v 
okuženem vzorcu hmelja skozi različno časovno obdobje in različno tkivo rastline. To smo 
naredili z upoštevanjem povprečnih cT vrednosti. Najboljšo kombinacijo referenčnih genov 
smo preverili tudi z orodjem Genorm21, kjer smo predhodno iz povprečnih cT vrednosti 
                                                 
21 Genorm je orodje za izbiro najbolj primernega referenčnega gena za analizo RT-qPCR (Vandesompele in 
sod., 2002). https://genorm.cmgg.be/ 
LEGENDA: 
Celeia (CE) – stebla 
Celeia (CE) – korenine 
Wye Target (WT) – stebla 
Wye Target (WT) – korenine 
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najprej izračunali ΔcT vrednost, ki smo jih pretvorili v relativne vrednosti izražanja (RVIKRG) 
(angl. fold change) gena med KRG in količino biomase (9-1gs-for/rew): 
𝑅𝑉𝐼𝐾𝑅𝐺 = 2ˆ(−∆𝑐𝑇)                                                                                           ... (2) 
 
3.5 PRIPRAVA DELECIJSKIH MUTANTOV GLIVE V. nonalfalfae 
 
Za preizkušanje funkcije CSEP smo posamezne kandidate izbili iz genoma glive V. 
nonalfalfae izolata T2. Metoda temelji na izbijanju genov na podlagi homologne 
rekombinacije s pomočjo A. tumefaciens (angl. Agrobacterium tumefaciens mediated 
transformation, ATMT) (Frandsen in sod., 2008; Flajšman in sod., 2016).  
 
3.5.1 Vnos in kloniranje vektorja za pripravo delecijskih mutantov 
 
Za izbijanje genov smo uporabili homologne sekvence, ki so bili 1000 bp navzgor in navzdol 
od gena. ZO smo oblikovali s programom Primer322 z uporabo prednastavljenih vrednosti 
posameznih parametrov. ZO smo dodali še 9 bp dolge štrleče konce, ki vsebujejo bazo uracil, 
zaradi nadaljnjega USER Friendly kloniranja, kot je bilo že prej opisano (Frandsen in sod., 
2008; Flajšman in sod., 2016). Torej za levo homologno rekombinantno sekvenco (LHRS) 
smo oblikovali ZO z označbo O1-F (smiselni ZO, angl. forward primer) in O2-R 
(protismiselni ZO, angl. reverse primer), za desno homologno rekombinantno sekvenco 
(DHRS) pa smo oblikovali ZO z označbo A3-F (smiselni ZO) in A4-R (protismiselni ZO). 
Uporabljeni pari ZO so navedeni v Prilogi D.  
 
LHRS in DHRS smo najprej pomnožili iz visokomolekularne DNA izolirane iz glive V. 
nonalfalfae izolata T2 z verižno reakcijo s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, 
PCR), kjer smo uporabili polimerazo z visoko natančnostjo, ki je optimizirana na ZO, ki 
vsebujejo uracil (PfuTurbo Cx Hotstart DNA Polymerase, ZDA). Končne koncentracije v 
20 μl reakcijah so bile: 1× koncentracija 10× pufra (Agilent Technologies, ZDA) 1 mM 
dNTP (Promega, ZDA), 30 ng DNA, 500 nM vsakega ZO (IDT, ZDA) ter 2,5 U polimeraze 
(PfuTurbo Cx Hotstart DNA Polymerase, Agilent Technologies, ZDA). Pomnožili smo 
kombinacije ZO O1-F/O2-R ter A3-F/A4-R za vsak gen, ki smo ga želeli izbiti. Uporabili 







                                                 
22 Primer3 je program za oblikovanje začetnih oligonukleotidov (Koressaar in Remm, 2007; Untergasser in 
sod., 2012). http://primer3.ut.ee/ 
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- Začetna denaturacija je potekala 2 min pri 95 °C. 
- Sledilo je 30 ciklov: 
 30 s pri 95 °C 
 1 min 30 s pri 55 °C 
 1 min pri 72 °C  
- Končna ekstenzija je trajala 10 min pri 72 °C. 
- Ohlajevanje do 4 °C. 
 
V vmesnem času smo namnožili vektor za ATMT, pRF-HU2 (Frandsen in sod., 2008) tako, 
da smo ga s toplotnim šokom vključili v kompetentne celice E. coli DH5α. Vektor pRF-HU2 
smo dobili iz centra Fungal Genetics Stock Centre (Kansas State University, Manhattan, 
ZDA). Kompetentne celice smo odtalili na ledu. V prazne, ohlajene mikrocentrifugirke smo 
dodali 100 μl bakterijske kulture, h kateri smo dodali še 1 μl, 2 μl in 3 μl vektorja pRF-HU2, 
nakar je sledila inkubacija za 30 min na ledu. Nato smo izvedli toplotni šok: 
mikrocentrifugirke s suspenzijo smo postavili za 45 s v vodno kopel na 42 °C, nato nazaj na 
led. Suspenziji celic smo dodali 900 μl tekočega gojišča LB in inkubirali 1 h pri 37 °C in 
120 obr/min, da se je vzpostavila rezistenca na antibiotik. Po inkubaciji smo različne 
volumne celic (1 μl, 10 μl in 100 μl) razmazali na plošče LB z dodanim kanamicinom (50 
mg/l) in celice gojili čez noč pri 37 °C. Vsaka celica, ki je zrasla na gojišču z antibiotikom, 
je vgradila vektor. 
 
Vektor pRF-HU2 smo namnožili iz kolonij iz prejšnjega koraka v 5 ml tekočega gojišča LB 
z dodanim kanamcinom (100 mg/l) v sterilnih epruvetkah pri 37 °C in 120 obr/min čez noč. 
Da smo dobili dovolj vektorja za en KO, smo potrebovali 6 epruvetk. Sledila je izolacija 
plazmida, kot je opisano v poglavju 3.2.4. Koncentracijo smo določili z napravo NanoVue 
Plus (BioChrom, Velika Britanija). 
 
Izoliran plazmid pRF-HU2 smo linearizirali z restrikcijskima encimoma. 10 μg izoliranemu 
plazmidu smo dodali 70 U restrikcijskega encima PacI [30 μl 10× CutSmart pufra, 3 μl 100× 
BSA, 7 μl PacI encima (vse do sedaj našteto v oglatem oklepaju: New England Biolabs, 
ZDA), ddH2O do 300 μl (IDT, ZDA)] in inkubirali pri 37 °C čez noč v cikličnem termostatu 
(2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, ZDA). Naslednji dan smo reakcijski mešanici 
dodali še 20 U restrikcijskega encima PacI ter 40 U restrikcijskega encima Nt.BbvCI (New 
England Biolabs, ZDA) za 1 h pri 37 °C, prav tako na cikličnem termostatu.  
 
Uspešnost linearizacije smo preverili z agarozno elektroforezo. 10 μl vzorcu smo dodali 5 
μl nanašalnega barvila [12,5 % (w/v) Ficoll 400 (Sigma Life Science, ZDA), 6,7 % (v/v) 
10× TBE pufra [89 mM Tris, 89 mM borna kislina (Merck, ZDA), 1 mM EDTA, pH 8,0], 
0,2 % (w/v) bromfenol modro (Sigma Life Science, ZDA)] ter fragmente ločili z agarozno 
elektroforezo na agaroznem gelu (Invitrogen E-gel, z etidijevim bromidom, 2 %, Thermo 
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Fisher Scientific, ZDA) s sistemom za ločevanje Invitrogen E-gel Electrophoresis System 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 
Lineariziran vektor smo očistili s kompletom za čiščenje Illustra GFX PCR DNA in Gel 
Band Purification Kit (GE Healthcare, ZDA) po navodilih proizvajalca z dvema kolonama 
za 300 μl reakcije. Koncentracijo smo izmerili z NanoVue ter lineariziran vektor shranili na 
−20 °C. 
 
Vektor pRF-HU2 in levo ter desno HRS smo klonirali z USER Friendly tehnologijo (New 
England Biolabs, ZDA). 150 ng pomnoženim LHRS (10 μl) in DHRS (10 μl) ter 200 ng 
očiščenemu lineariziranemu vektorju (4 μl) smo dodali 1 μl mešanice encimov USER 
enzyme mix (New England Biolabs, ZDA) in inkubirali 20 min pri 37 °C in 20 min pri 25 
°C v cikličnem termostatu. 
 
Kloniran vektor pRF-HU2 z vključenima HRS smo vnesli v E. coli DH5α s termičnim 
šokom, kot je opisano zgoraj, le da smo suspenziji DH5α dodali celotno mešanico 
kloniranega vektorja s HRS (25 μl). Na trdo gojišče LB s kanamicinom (50 mg/l) smo 
razmazali 10 μl, 50 μl, 100 μl in 200 μl suspenzije ter petrijevke gojili čez noč na 37 °C. 
Naslednji dan smo preverili uspešnost kloniranja s PCR. Kolonije smo najprej oštevilčili in 
jih precepili (vsako kolonijo smo precepili desetkrat) na trdo gojišče LB s kanamicinom (100 
mg/l) ter naredili PCR na osnovi kolonije tako, da smo zobotrebce, s katerimi smo kolonije 
nacepili, namočili v 50 μl TdE pufra. DNA iz kolonij se je sprostila tako, da smo kolonije 
denaturirali v cikličnem termostatu za 8 min pri 96 °C. Končne koncentracije v 10 μl 
reakcijah so bile: 1× koncentracija 10× pufra (Fermentas, ZDA), 0,8 mM dNTP, 1,5 mM 
MgCl2, 2,5 μl termično obdelanih kolonij kot vir DNA, 500 nM vsakega ZO ter 0,5 U 
polimeraze (Fermentas, ZDA). S PCR smo preverili uspešnost kloniranja v pomnoženih 
vektorjih, saj se HRS ne vgradi vsakič, lahko se tudi zgodi, da se HRS vgradi v napačni 
smer. To smo preverili z naslednjimi kombinacijami ZO za vsak posamezen gen, ki smo ga 
želeli izbiti: O1-F/O2-R (prisotnost LHRS), O1-F/RF2-R (orientacija LHRS z ZO RF2, ki 
se prilega na ogrodje vektorja), A3-F/A4-R (prisotnost DHRS) ter RF1-F/A4-R (orientacija 
DHRS z ZO RF1, ki se prilega na ogrodje vektorja). Uporabili smo spodnji program za PCR: 
 
- Začetna denaturacija je potekala 3 min pri 94 °C. 
- Sledilo je 35 ciklov: 
 30 s pri 94 °C 
 30 s pri 55 °C 
 1 min pri 72 °C  
- Končna ekstenzija je trajala 8 min pri 72 °C. 
- Ohlajevanje do 4 °C. 
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Pomnožene PCR fragmente smo ločili s horizontalno elektroforezo (model 192, BioRad 
Sub-Cell, ZDA). Pripravili smo agarozni gel [končna koncentracija: 1 × TBE pufra, 1,2 % 
(w/v) agaroze (SeaKem LE, Lonza, Švica), 0,5 μg/ml etidijevega bromida (Sigma Life 
Science, ZDA), ddH2O], 10 μl vzorca dodali 5 μl nanašalnega barvila in to naložili na prej 
pripravljen gel. Za velikostni standard smo uporabili GeneRuler 100 bp DNA ladder 
(Fermentas, ZDA). Elektroforezo smo izvajali pri napetosti do 130 V toliko časa, da so se 
fragmenti dovolj ločili. Fragmente smo vizualizirali s sistemom GelDoc-It2 Imager (UVP, 
Kanada). 
 
Potrjene kolonije DH5α smo namnožili v epruvetkah v 5 ml tekočega gojišča LB s 
kanamicinom (100 mg/l) pri 37 °C in 120 obr/min čez noč. Plazmide smo izolirali, kot je 
opisano v poglavju 3.2.4. Zadostno količino kloniranega vektorja smo pridobili iz 6 epruvet. 
 
Kulturo A. tumefaciens, shranjeno na −80 °C, smo za elektroporacijo pripravili tako, da smo 
na ledu odtaljene bakterije (10 μl, 20 μl, 30 μl) gojili v 10 ml tekočega gojišča YEB [5 g/l 
saharoze (Duchefa, Nizozemska), 5 g/l peptona (Sigma Life Science, ZDA), 5 g/l govejega 
ekstrakta (Sigma Life Science, ZDA), 1 g/l kvasnega ekstrakta (Sigma Life Science, ZDA), 
1 g/l MgSO4×7H2O (Merck, ZDA), pH 7,0] v erlenmajericah na 28 °C pri 130 obr/min čez 
noč. Naslednji dan smo 4 ml te suspenzije dodali v 200 ml tekočega gojišča YEB in bakterije 
gojili pri 28 °C in 130 obr/min na stresalniku WB30-STE (Kambič, Slovenija) v 
erlenmajericah do vrednosti optične gostote 0,6 (angl. optical density, OD600), merjene pri 
600 nm na spektrofotometru BioPhotometer RS232C (Eppendorf, Nemčija). Kulturo smo 
ohladili na ledu in suspenzijo centrifugirali v 50 ml centrifugirkah za 5 min na 3000 obr/min 
pri 4 °C (centrifuga 5810 R, Eppendorf, Nemčija). Supernatant smo zavrgli. To smo ponovili 
še trikrat, da smo zbrali vse celice v eno centrifugirko. Pelet smo resuspendirali v 25 ml 
ledeno hladne, sveže sterilne bidestilirane vode. Sledilo je čiščenje peleta: centrifugiranje v 
50 ml centrifugirkah (Thermo Fisher Scentific, ZDA) 5 minut pri 3000 obr/min na 4 °C. 
Proces čiščenja smo ponovili še dvakrat s 25 ml ledeno hladne, sveže sterilne bidestilirane 
vode, torej skupaj trikrat. Nazadnje smo pelet resuspendirali v 400 μl ledeno hladne, sveže 
sterilne bidestilirane vode ter dodali 100 μl 50 % sterilnega glicerola (Duchefa, 
Nizozemska). Alikvote po 40 μl smo shranili na −80 °C. 
 
Transformacijo bakterije A. tumefaciens smo opravili z elektroporacijo z napravo Easyject 
Prima (Equibio Ltd., Velika Britanija). Elektrokompetentne celice A. tumefaciens smo 
odtalili na ledu. 40 μl suspenzije celic smo dodali 200 ng plazmida, nakar smo mešanico 
dobro premešali in inkubirali 1 minuto na ledu. Celotno suspenzijo smo prenesli v 
elektroporacijsko kiveto (5520 Sterile Electroporation Cuvette, 2 mm gap width, Thermo 
Fisher Scentific, ZDA), kjer smo pazili, da se niso pojavili mehurčki v suspenziji in da smo 
obrisali elektrode kivete. Elektroporacijo smo izvedli pri 2500 V za 5 ms ter takoj dodali 1 
ml gojišča YM ogretega na sobno temperaturo. Suspenzijo smo prenesli v 15 ml 
centrifugirko in stresali 3 ure pri 30 °C in 225 obr/min. Po inkubaciji smo suspenzijo 
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razmazali na trdo gojišče YM z dodanima antibiotikoma (100 mg/l streptomicina – 
bakterijska selekcija; 50 mg/l kanamicina – selekcija na kloniran vektor) v različnih 
volumnih (1 μl, 10 μl in 100 μl) 2–3 dni pri 30 °C. 
 
Ko so se pojavile kolonije A. tumefaciens, smo izbrali nekaj kolonij, katerim smo s PCR na 
osnovi kolonije določili, če vsebujejo ustrezen vektor. Postopek je potekal tako, kot je 
opisano zgoraj za E. coli. Prav tako smo fragmente ločili z gelsko elektroforezo in 
vizualizirali s sistemom UVP, kot je opisano zgoraj. 
 
Potrjene kolonije A. tumefaciens smo za shranjevanje pripravili tako, da smo posamezno 
kolonijo precepili v tekoče gojišče YEB, z dodanima antibiotikoma (100 mg/l streptomicina, 
50 mg/l kanamicina), ter gojili na 28 °C pri 130 obr/min v različnih volumnih (30 ml, 40 ml, 
50 ml) v 100 ml erlenmajericah čez noč. Ko je OD600 dosegel vrednost 0,6, smo kulturo 
ohladili na ledu. 700 μl bakterijski suspenziji smo dodali 300 μl sterilnega 50 % glicerola in 
kulturo shranili na −80 °C. 
 
3.5.2 Transformacija glive V. nonalfalfae izolata T2 z A. tumefaciens posredovano 
metodo (ATMT) 
 
Zamrznjene alikvote A. tumefaciens smo odtalili na ledu. 500 μl bakterij smo nacepili v 20 
ml tekočega gojišča IMAS, kot je opisano pod točko 3.1.3, dokler niso dosegle vrednosti 
OD600 0,5–0,7. Nato smo s pomočjo steklenih pasterk zvitih v črko L poželi konidije glive 
V. nonalfalfae izolata T2 v 2 ml sterilne ddH2O. S števno komoro (Bürker Türk, Brin, 
Nemčija) smo določili koncentracijo požetih spor, nakar smo spore redčili na koncentracijo 
107 celic/ml in 108 celic/ml z ddH2O. Za vsak gen smo zmešali 470 μl suspenzije spor (10
7 
celic/ml in 108 celic/ml) in A. tumefaciens s potrjenim, nepoškodovanim vektorjem. Na 
pripravljeno trdo indukcijsko gojišče IMAS [enako kot tekoče gojišče IMAS, vendar smo 
dodali 20 g/l agarja še pred avtoklaviranjem] smo s sterilnimi pincetami postavili 
avtoklavirane celofanske membrane [membrane smo izrezali v krožni obliki, jih predhodno 
namočili in vreli v 1 mM EDTA raztopini 10 min, sprali z ddH2O, avtoklavirali] ter nanje 
razmazali 100 μl in 200 μl mešanice spor ter A. tumefaciens v treh ponovitvah za vsako 
koncentracijo spor posebej. Petrijevke smo oblepili s parafinskim filmom (Parafilm M, 
Pechiney Plastic Packaging Company, ZDA). Mikroorganizme smo gojili na indukcijskem 
gojišču 3 dni na sobni temperaturi v temi.  
 
Po 3-dnevnem gojenju smo membrane sterilno prenesli na selekcijsko gojišče, trdo ½ CD 
gojišče z dodanima antibiotikoma higromicinom B (75 mg/l, selekcija za transformacijo 
glive) ter timentinom (150 mg/l, selekcija na bakterije A. tumefaciens). Kolonije V. 
nonalfalfae so se začele pojavljati po petih dneh gojenja na sobni temperaturi v temi. Včasih 
je bilo potrebno membrane prestaviti na sekundarno selekcijsko gojišče, tako da smo 
ponovili opisan postopek po enem tednu gojenja. 
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Kolonije, ki so zrasle, smo oštevilčili, nacepili na plošče 5×5, kot je razvidno iz Slike 11, ki 
so vsebovale trdo ½ CD gojišče s timentinom in kanamicinom (kot prej) in jih nacepili še na 
petrijevke s ½ CD brez antibiotikov. Iz slednjih smo izolirali DNA, kot je opisano v poglavju 
3.2.2. Z analizo PCR smo potrjevali izbitje tarčnega gena. Uporabili smo različne 
kombinacije ZO, s katerimi smo preverili prisotnost HRS-jev (O1-F/O2-R, A3-F/A4-R) ter 
markerskega gena za odpornost na higromicin (Hyg-U/L), odsotnost tarčnega gena (cDNA-
F/R) ter spoj med genomsko DNA in vgrajeno, plazmidno DNA (RF1-F/T3-R, T4-F/RF2-
R). Končna koncentracija 10 μl reakcijske mešanice je bila 1× koncentracija PCR pufra, 0,8 
mM dNTP, 1,5 mM MgCl2, 1 μl 10× redčene DNA, 500 nM vsakega ZO ter 0,5 U 
polimeraze. Program za PCR je bil enak programu za PCR na osnovi kolonije. Fragmente 
smo ločili z gelsko elektroforezo in vizualizirali s sistemom UVP, kot je opisano zgoraj.  
 
 
Slika 11: Nacepljeni kandidatni transformanti glive V. nonalfalfae izolata T2 gena Vna5.694 na 5×5 
plošči. 
Figure 11: Inoculated candidate transformants of isolate T2 of fungus V. nonalfalfae gene Vna5.694 on 
a 5×5 spot plate. 
 
Spore potrjenih transformant glive V. nonalfalfae smo zamrznili tako, da smo posamezne 
kolonije nacepili s sterilnimi zobotrebci na trdo ½ CD gojišče brez antibiotikov in jih po 
enem tednu poželi s 5 ml sterilne ddH2O. 500 μl suspenzije spor smo dodali 751 μl 50 % 
sterilnega glicerola in mešanico shranili pri −80 °C. 
 
3.5.3 Umetno okuževanje hmelja in obdelava podatkov 
 
Umetno okuževanje hmelja s pripravljenimi mutanti glive V. nonalfalfae in z divjim tipom 
izolata T2 je opisano v poglavju 3.1.4. Ocenjevali smo bolezenska znamenja od njihovega 
prvega pojava (okoli 18 dni po okuževanju) do največ 55 dni po okuževanju. Od enega do 
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drugega ocenjevanja je minilo približno 7 dni, določevali pa smo bolezenski indeks (angl. 
disease severity index, DSI) od 0 do 5, na podlagi lestvice za ocenjevanje pojava bolezenskih 
znamenj na listih (Radišek in sod., 2003): 0 – na listih rastlin ni opaziti bolezenskih znamenj, 
1 – od 1 do 20 % listne površine rastlin kaže bolezenska znamenja, 2 – od 21 do 40 % listne 
površine rastlin kaže bolezenska znamenja, 3 – od 41 do 60 % listne površine rastlin kaže 
bolezenska znamenja, 4 – od 61 do 80 % listne površine rastlin kaže bolezenska znamenja, 
5 – od 81 do 100 % listne površine rastlin kaže bolezenska znamenja.  
 
Po vsakem zaključenem poskusu okuževanja smo naredili reizolacijo, da smo potrdili, če so 
bile rastline zares okužene z mutanti V. nonalfalfae. Za ta namen smo odrezali 5‒10 cm 
stebla hmelja, ki smo ga namakali v 96 % etanolu in nekaj sekund pridržali nad ognjem 
gorilnika. Površinsko sterilizirana stebla smo s skalpelom prečno prerezali, da smo dobili 
nekaj tankih kolobarjev, ki smo jih položili na trdo gojišče PDA, v katerega je bil dodan 
streptomicin-sulfat (Sigma Life Science, ZDA). Po 3‒5 dneh inkubacije pri sobni 
temperaturi v temi se je pojavil micelij glive na gojiščih. S svetlobnim mikroskopom smo na 
podlagi osnovnih značilnosti glive V. nonalfalfae določili prisotnost glive, ki smo jo 
uporabili za okuževanje. 
 
Iz vrednosti DSI smo izračunali AUDPC vrednosti (angl. area under the disease progress 
curve) po enačbi (3) (Campbell in Madden, 1990) samo za rastline, katerih okužbo smo 





𝑖 ∙ (𝑡𝑖+1 − 𝑡𝑖)                                                               ... (3) 
, kjer je: 
- n, število ocenjevanj, 
- y, DSI indeks, 
- t, število dni okuževanja. 
 
AUDPC vrednosti smo pretvorili v relativne AUDPC vrednosti (rAUDPC) po enačbi (4) 
(Simko in Piepho, 2012): 
𝐴𝑈𝐷𝑃𝐶 =
𝑖𝑧𝑟𝑎č𝑢𝑛𝑎𝑛𝑎 𝐴𝑈𝐷𝑃𝐶 𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡
𝑛𝑎𝑗𝑣𝑖š𝑗𝑎 𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙𝑛𝑎 𝐴𝑈𝐷𝑃𝐶 𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡
                                                     ... (4) 
 
Podatke (rAUDPC) smo statistično obdelali tako, da smo najprej z Levenovim testom 
preverili enakost varianc po skupinah (kontrolna skupina in mutanti).  
 
Parametrični pristop smo uporabili, če se variance niso statistično značilno razlikovale. V 
takem primeru smo uporabili parametričen test ANOVA, s katerim smo pokazali, če so bile 
razlike med skupinami. Da smo določili med katerimi skupinami so razlike, smo uporabili 
Dunnettov test, ki primerja rAUDPC vrednosti vsake obravnavane skupine (mutanti) z 
rAUDPC vrednosti kontrolne skupine (izolat T2, divji tip glive V. nonafalfae).  
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Neparametričen pristop smo uporabili, če so se variance statistično razlikovale pri 
Levenovem testu. Kruskal-Wallisov test je pokazal porazdelitve rangiranih vrednosti 
rAUDPC – če smo ugotovili, da so bile med skupinami statistično značilne razlike v 
porazdelitvah, smo z Dunnovim testom primerjali posamezen delecijski mutant na kontrolo 
(izolat T2, divji tip glive V. nonafalfae).  
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4.1 In silico SEKRETOM GLIVE V. nonalfalfae 
 
Genom glive V. nonalfalfae šteje 9269 napovedanih genskih modelov (Jakše in sod., 2018), 
ki kodirajo proteine, in se sklada z velikostjo proteomov in sekretomov različnih gliv, kar je 
razvidno iz Priloge A. Med napovedanimi proteini glive V. nonalfalfae smo določili 
sekretorne proteine kot proteine s signalnim peptidom po predlogu Min (2010) iz 
Preglednice 9, kar je grafično prikazano na Sliki 13. S tremi različnimi orodji, to so 
SignalP4.1 (Nielsen in sod., 1997), Phobius (Käll in sod., 2004) in WoLF PSORT (Horton 
in sod., 2007), smo tako izbrali 1004 (10,8 %) genskih modelov s signalnim peptidom. Od 
teh je 962 (10,4 %) genskih modelov vsebovalo največ eno transmembransko domeno (TM) 
glede na uporabljeno orodje določanja TM, kar je podrobneje predstavljeno na Sliki 12. Po 
eliminaciji proteinov, ki so vsebovali retencijski signal za ER (endoplazmatski retikulum), 
določenim s programom WoLF PSORT, je ostalo v in silico sekretomu 944 (10,2 %) genskih 
modelov. Na podlagi lokalizacijske predikcije z WoLF PSORT smo v in silico določenem 
sekretomu identificirali 709 proteinov, ki so se po napovedih lokalizirali ekstracelularno, 35 
se jih je lokaliziralo v mitohondrijih, 22 v citosol, 14 na plazemsko membrano in 4 v jedro. 
 
   
Slika 12: Predstavitev rezultatov za napovedi transmembranskih domen (TM) z orodjema SignalP4.1 in 
Phobius v obliki Vennovega diagrama na množici podatkov 962 genskih modelov z napovedanim 
signalnim peptidom iz proteoma glive V. nonalfalfae. Takih genskih modelov, ki so imeli napovedano 1 
TM s Phobius in hkrati s SignalP4.1 orodjema, je bilo 81, 45 genskih modelov je imelo napovedano eno 
TM s SignalP4.1 in hkrati nobeno TM s Phobius, 35 genskih modelov je imelo napovedano eno TM s 
Phobius in hkrati nobeno TM s SignalP, 801 genskih modelov pa ni imelo TM po nobeni od analiz. 
Figure 12: Presentation of the results of transmembrane domain (TM) analysis with SignalP4.1 and 
Phobius tools in the form of a Venn diagram on the data set of 962 genetic models with predicted signal 
peptide from the proteome of V. nonalfalfae. Eighty-one gene models were predicted with 1 TM with 
Phobius and simultaneously with SignalP4.1; 45 gene models had one TM with SignalP4.1 and no TM 
with Phobius; 35 gene models had one TM with Phobius and, at the same time, no TM with SignalP, and 
801 genetic models did not have TM according to any of the tools. 
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Slika 13: Grafični prikaz postopka določevanja kandidatnih sekretornih efektorskih kandidatov z 
rezultati. V prvem koraku smo ohranili tiste genske modele, ki so imeli napovedan signalni peptid s 
tremi programi (SignalP4.1, Phobius, WoLF PSORT). V drugem koraku smo od teh genskih modelov 
ohranili le tiste, ki so imele največ eno transmembransko domeno po napovedih SignalP4.1 in Phobius. 
V tretjem koraku smo odstranili tiste genske modele, ki so imeli retencijski signal na endoplazmatski 
retikulum (E. R.), napovedan z orodjem WoLF PSORT. Tako smo napovedali 944 genskih modelov v in 
silico sekretomu glive V. nonalfalfae. Sekretom smo nadalje analizirali z orodjem WoLF PSORT, ki je 
povedal, koliko genskih modelov se je lokaliziralo ekstracelularno (extr), v mitohondrij (mito), v citosol 
(cyto), na plazemsko membrano (plas) in v jedro (nucl). 
Figure 13: Graphic presentation of the process of candidate secreted effector protein determination with 
the results. In the first step, we retained genetic models that had a predicted signal peptide with three 
tools (SignalP4.1, Phobius, WoLF PSORT). In the second step, we retained only those gene models that 
had at most one transmembrane domain predicted by SignalP4.1 and Phobius. In the third step, we 
eliminated those genetic models that had a retention signal to the endoplasmic reticulum (E.R.), 
predicted by WoLF PSORT. We thus predicted 944 gene models in the in silico secretome of V. 
nonalfalfae. The secretome was further analysed using the WoLF PSORT tool, with which we predicted 
the number of gene models localized extracellularly (extr), in the mitochondria (mito), in the cytosol 
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Od 944 opredeljenih sekretornih proteinov smo 673 proteinom (71,3 % sekretoma) uspešno 
napovedali hipotetične funkcije po iskanju podobnosti z že znanimi proteini v različnih 
podatkovnih bazah (ncbi, Superfamily, PFAM, CAZy, MEROPS, B2GO, KOG, KEGG, 
PHI). 
 
Sekretom glive V. nonalfalfae smo anotirali z uporabo programa Superfamily (Gough in 
sod., 2001), čigar rezultati so predstavljeni v Sliki 14. S tem programom smo našli ujemanja 
za 58,3 % sekretornih proteinov, od katerih je bilo 39,5 % uvrščenih v kategorijo 
Metabolizem, 10,3 % v Intracelularne procese, okoli 1 % sekretoma je vseboval proteine, 
vključene v procese Prenosa genske informacije in ekstracelularne procese, okoli 5 % 
proteinov sekretoma pa se je uvrstilo v Splošno kategorijo. Podkategorija Metabolizem in 
transport polisaharidov je bila obogatena z liazami podobnimi proteini in s proteini, ki imajo 
vezavno domeno za celulozo, medtem ko so bile transglikozidaze prevladujoče v 
Metabolizmu in transportu ogljikovih hidratov. V bogato zastopani podkategoriji Redoks je 
bilo največ reduktaz in peroksidaz, v podkategoriji Sekundarni metabolizem in Transferaze 
pa konkanavalinu A-podobni lektini/glukanaze. V podkategoriji Intracelularni procesi so 
bile obogatene kisle proteaze, v podkategoriji Transport in metabolizem ionov kupredoksini, 
v podkategoriji Fosfolipidni metabolizem in transport pa fosfolipaze. V podkategoriji 
Ekstracelularni procesi je bilo največ proteinov, povezanih s celično adhezijo, pri 
podkategoriji Prenos genske informacije pa so izstopali proteini za replikacijo in popravilo 
DNA. V Splošni podkategoriji so bili najštevilčnejši proteini, vključeni v vezavo majhnih 
molekul, predvsem proteini s FAD/NAD(P) vezavnimi domenami. Blast2GO analiza 
(Conesa in sod., 2005) je te rezultate samo potrdila, saj je napovedala največ proteinov 
sekretoma v primerjavi s proteomom pri bioloških procesih v kategoriji Metabolizem 
ogljikovih hidratov in za molekulske funkcije v kategoriji Peptidazna aktivnost, kot je 
razvidno iz Slike 15. KOG analiza (angl. eukaryotic orthologous groups) je predstavljena v 
Prilogi E. Največ proteinov je bilo določenih v kategoriji Celični procesi in signalizacija, ki 
je povezana s posttranslacijskimi modifikacijami, šaperoni, mehanizmi signalne transdukcije 
in pretvorbo proteinov (angl. protein turnover), medceličnim trgovanjem, biogenezo celične 
stene/membrane/ovojnice, sekrecijo, vezikularnim transportom, medtem ko je za kategorijo 
Metabolizem potrdila rezultate analize Superfamily. Rezultati KEGG analize encimatskih 
aktivnosti domnevno sekretornih proteinov glive V. nonalfalfae so navedeni v Prilogi F. 
Največ proteinov smo določili v kategoriji hidrolaz (157), oksidoreduktaz (41), liaz (23) in 
transferaz (4). V kategoriji hidrolaz je bilo določenih največ ecimov, povezanih z 
metabolizmom polisaharidov, kar potrdi rezultate Superfamily analize. 
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Slika 14: Rezultati anotacije Superfamily: 41,7 % genskih modelov nima ujemanj s podatkovno bazo, 
39,5 % genskih modelov je vpletenih v metabolizem, 10,3 % v intracelularne procese, 1,2 % v 
ekstracelularne procese, 1,1 % v procese povezane s prenosom genskih informacij, 0,3 % v regulacijo. 
Figure 14: Superfamily annotation results: 41.7 % gene models had no match with the database, 39.5 % 
of gene models are involved in metabolism, 10.3% in intercellular processes, 1.2 % in extracellular 






Prenos genske informacije (1.1%) 
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4.1.1 Proteini vključeni v metabolizem ogljikovih hidratov 
 
Zgornje analize so pokazale, da so najštevilčnejši proteini sekretoma encimi, vključeni v 
metabolizem ogljikovih hidratov. Zaradi tega smo jih analizirali še podrobneje, in sicer z 
iskanjem podobnosti v podatkovni zbirki CAZy (Cantarel in sod., 2009; Lombard in sod., 
2014), kjer so se izkazale za najbolj zastopane glikozid hidrolaze, esteraze ogljikovih 
hidratov in encimi s pomožnimi aktivnostmi, kar je razvidno iz Preglednice 10. Skoraj 
tretjina in silico sekretoma glive V. nonalfalfae kaže podobnost s proteini podatkovne baze 
CAZy, od teh se 263 izraža tudi in planta. V sekretomu glive V. nonalfalfae smo pripisali 
47 genskim modelom aktivnost esteraze ogljikovih hidratov (angl. carbohydrate esterases, 
CEs), 129 je bilo glikozid hidrolaz (angl. glycoside hydrolases, GHs), 4 so bile glikozil 
transferaze (angl. glycosyl transferases, GTs), 25 polisaharid liaze (angl. polysaharide 
lyases, PLs), 49 genskih modelov je izkazovalo podobnost z encimi s pomožnimi 
aktivnostmi (angl. auxiliary activities, AAs) ter 32 modelov z vezavnimi moduli ogljikovih 
hidratov (angl. carbohydrate-binding modules, CBMs). Ta nabor CAZy anotacij smo 
primerjali tudi z drugimi glivami rodu Verticillium in pokazali, da ima V. nonalfalfae 
statistično več napovedanih CE v primerjavi z V. alfalfae, še posebej za tiste, ki so bile 
vpletene v deacetilacijo ksilanov in ksilooligosaharidov. Sekretom V. nonalfalfae vsebuje 
več napovedanih GH v primerjavi z V. dahliae z velikimi razlikami v skupini GH3, ki 
večinsko sestoji iz β-glukozidaz, z GH5 skupino, ki jo predstavljajo encimi, ki cepijo β-
vezane oligo in polisaharide ter glikokonjugate ter z GH43 skupino encimov za cepitev 
hemiceluloz in pektinskih polimerov. Sekretom V. nonalfafae je obogaten s CBM v 
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Preglednica 10: Primerjava števil in deležev (glede na sekretom) genskih modelov gliv Vna – V. 
nonalfalfae, Va ‒ V. alfafae, Vd ‒ V. dahliae, Vl ‒ V. longisporum s podobnostjo na encime metabolizma 
ogljikovih hidratov v podatkovni zbirki CAZy (CBM – vezavni modul ogljikovih hidratov, AA – encimi 
s pomožnimi aktivnostmi, PL – polisaharid liaze, GT – glikozil transeraze, GH – glikozis hidrolaze, CE 
– esteraze ogljikovih hidratov). Z rdečo zvezdico so označene tiste kategorije po CAZy podatkovni bazi, 
ki kažejo statistično značilno razliko od kategorij ostalih gliv. 
Table 10: Comparison of gene model abundance in number and percentages of predicted fungal 
secretome in the species Vna – V. nonalfalfae, Va – V. alfafae, Vd – V. dahliae, Vl – V. longisporum for 
carbohydrate-active enzymes in the CAZy database (CBM – carbohydrate-binding module, AA – 
auxiliary activities, PL – polysaccharide lyases, GT – glycosyl transferases, GH – glycosyl hydrolases, 
CE – carbohydrate esterases). The red star marks categories according to the CAZy database that show 
a statistically significant difference from the categories of other fungi. 
 Vna Va Vd Vl 
 Število Delež [%] Število [%] Število [%] Število [%] 
CE 47 5.0 21 3.8 27 4.7 42 4.3 
GH 129 13.7 79 14.1 74 12.9 142 14.4 
GT 4 0.4 0 0.0 1 0.2 2 0.2 
PL 25 2.6 19 3.4 15 2.6 22 2.2 
AA 49 5.2 30 5.4 29 5.1 51 5.2 
CBM 32 3.4* 9 1.6 6 1.0 14 1.4 
Sekretom 944  559  573  983  
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Slika 15: Rezultati B2GO analize sekretoma, predstavljeni v heatmap obliki grafa: A) biološki proces in 
B) molekulska funkcija. 
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4.1.2 Proteini s peptidazno aktivnostjo 
 
Nadalje smo v podatkovni zbirki MEROPS (Rawlings in sod., 2016) natančneje opredelili 
sekretorne proteine glive V. nonalfalfae z napovedano peptidazno aktivnostjo. Od skupno 
108 genskih modelov s peptidazno aktivnostjo smo določili 55 serinskih peptidaz (5,8 % 
sekretoma), 34 metalopeptidaz (3,6 % sekretoma), 15 asparaginskih (1,6 % sekretoma), 2 
treoninski (0,2 % sekretoma) in 2 cisteinski (0,2 % sekretoma) peptidazi. Izmed peptidaz 
sekretoma V. nonalfalfae se je in planta izražalo 44 serinskih peptidaz, 27 metalopeptidaz, 
12 asparaginskih peptidaz, 2 cisteinski peptidazi in ena treoninska peptidaza, kar je 
predstavljeno v Preglednici 11. Najbolj zastopane peptidaze sekretoma glive V. nonalfalfae 
so razporejene v sledečih podskupinah: S09 (prolil oligopeptidaze), S08A (subtilizin), A01A 
(pepsin A) in M14A (karboksipeptidaze A1). Primerjava MEROPS rezultatov med 
določenimi glivami rodu Verticillium priča o podobnih distribucijah peptidaz med V. 
nonalfalfae, V. alfafae in V. longisporum, vendar ima V. dahliae statistično različno 
distribucijo cisteinskih in serinskih peptidaz ter metalopeptidaz, kar je razvidno iz Slike 16. 
Izmed peptidaz sekretoma se je in planta izražalo 44 serinskih peptidaz, 27 metalopeptidaz, 
12 asparaginskih peptidaz, 2 cisteinski peptidazi in ena treoninska peptidaza. 
  
Preglednica 11: Primerjave številčnosti genskih modelov gliv Vna – V. nonalfalfae, Va ‒ V. alfafae, Vd ‒ 
V. dahliae, Vl ‒ V. longisporum ter deležev glede na sekretom za proteine s peptidazno aktivnostjo v 
podatkovi zbirki MEROPS. Z rdečo zvezdico so označene tiste kategorije po MEROPS podatkovni bazi, 
ki kažejo statistično značilno razliko od kategorij ostalih gliv. 
Table 11: Comparison of gene model abundance (in numbers and percentages of predicted fungal 
secretome) in the species Vna – V. nonalfalfae, Va – V. alfafae, Vd – V. dahliae, Vl – V. longisporum: for 
peptidase activity in the MEROPS database. The red star marks categories according to the MEROPS 
database that show a statistically significant difference from the categories of other fungi. 
 
 
Vna Va Vd Vl 
 
Število [%] Število [%] Število [%] Število [%] 
Serinske peptidaze 55 5.8 31 5.5 44 7.7* 59 6.0 
Metalopeptidaze 34 3.6 21 3.8 26 4.5* 32 3.3 
Asparaginske peptidaze 15 1.6 13 2.3 11 1.9 20 2.0 
Cisteinske peptidaze 2 0.2 2 0.4 7 1.2* 5 0.5 
Treoninske peptidaze 2 0.2 1 0.2 0 0.0 4 0.4 
Neznane peptidaze 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 0.1 
Sekretom 944  559  573  983  
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Slika 16: Primerjava deleža genskih modelov s peptidazno aktivnostjo (podobnost na podatkovno zbirko 
MEROPS) v sekretomu gliv Vna – V. nonalfalfae, Va ‒ V. alfafae, Vd ‒ V. dahliae, Vl ‒ V. longisporum. 
Z rdečo zvezdico so označene tiste kategorije po MEROPS podatkovni bazi, ki kažejo statistično značilno 
razliko od kategorij ostalih gliv. 
Figure 16: Comparison of gene model percentages of predicted fungal secretomes for peptidase activity 
(similarity to MEROPS database) in the species Vna – V. nonalfalfae, Va – V. alfafae, Vd – V. dahliae, Vl 
– V. longisporum. A red star marks categories according to the MEROPS database that show a 
statistically significant difference from the categories of other fungi. 
 
4.1.3 Proteinske domene sekretornih proteinov 
 
Z iskanjem po podatkovni bazi PFAM (Finn in sod., 2014) smo določili različne proteinske 
domene domnevnim sekretornim proteinom glive V. nonalfafae, kar je predstavljeno v 
Dodatni datoteki 223. Večina proteinov sekretoma je imela napovedanih več PFAM domen 
hkrati, 299 proteinov pa ni vsebovalo nobene znane proteinske domene. Posebno pozornost 
smo namenili efektor specifičnim domenam, ki smo jih zajeli iz literature (Saunders in sod., 
2012; Guyon in sod., 2014; Heard in sod., 2015). V Preglednici 12 so te domene navedene 
s PFAM oznako in s številom homolognih genskih modelov v genomu V. nonalfafae, 
podrobneje pa so opisane tudi v razpravi. Dve najpogostejši efektor specifični PFAM domeni 
sta LysM domena (PF01476) in nekrozo-inducirajoč faktor, NLP, (PF05630, PF08995, 
PF14856). Za naš genom sta obe domeni podrobneje opredeljeni in opisani v Preglednici 13, 
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Preglednica 12: Efektor specifične PFAM domene in število genskih modelov glive V. nonalfalfae, ki 
kažejo podobnosti nanje. 
Table 12: Effector-specific PFAM domains and the number of gene models of V. nonalfalfae showing 
similarities to them. 
Opis PFAM domene PFAM 
domena 
Število genskih modelov z 
napovedano domeno 
Kalcineurinu podobna fosfoesteraza PF00149 6 
Ceratoplatanin PF07249 2 
CFEM domena PF05730 13 
Protein za prepoznavo hitina PF00187 1 
Protein za prepoznavo hitina PF03067 3 
CVNH domena PF08881 2 
S cisteinom bogata sekretorna proteinska družina PF00188 4 
Glivni hidrofobin PF06766 4 
LysM domena PF01476 9 
Transglikozilaza PF03330 3 
Nekrozo inducirajoč protein (NPP1) PF05630 6 
PAN domena PF00024 1 
Patogeni efektor PF14856 5 
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Preglednica 13: Pregled napovedanih LysM proteinov glive V. nonalfalfae. 
Table 13: Overview of putative LysM proteins of V. nonalfalfe. 
Genski 
modeli 
BLAST opis Št. 
LysM 
PFAM domena CAZy 
Vna2.73  2 PF01061, PF06422, PF00005, PF14510, PF13481, PF13191, PF13671, PF02492, 
PF11951, PF13561, PF00106, PF08659, PF01476, PF06985, PF04616, PF00150, 
PF00734, PF12876, PF00320, PF05345 
- 
Vna2.98 hipotetični protein VDAG_08675 
[Verticillium dahliae VdLs.17] 
2 PF07717, PF04408, PF00271, PF02845, PF00297, PF13410, PF00043, PF12796, 
PF13637, PF00023, PF03105, PF13857, PF13606, PF03009, PF08695, PF00704, 
PF01476 
- 
Vna2.979 protein z LysM domeno- 
[Verticillium dahliae VdLs.17] 
EGY17220 
4 PF01476 - 
Vna2.980 hipotetičen protein BN1708_014869 
[Verticillium longisporum] 
2 PF00704, PF01476 CBM18, 
GH18, 
Vna8.102 protein z LysM domeno [Verticillium 
dahliae VdLs.17] EGY17007 
6 PF01476 CBM50  
Vna9.504 protein z LysM domeno 
VDBG_09766 [Verticillium alfalfae 
VaMs.102] 
6 PF01476 CBM50  
Vna9.506 hipotetičen protein V490_04414 
[Pseudogymnoascus sp. VKM F-
3557] 
2 PF00704, PF01476 CBM50, 
CBM18, 
GH18  
Vna9.508 hipotetičen protein BN1708_000680 
[Verticillium longisporum]  
2 PF01476 CBM50  
Vna9.510 razred hitinaz V Chi100 [Aspergillus 
fischeri NRRL 181]  
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Slika 17: Dendrogram genskih modelov (npr.: NLP9) glive V. dahliae z napovedanimi NLP domenami 
(nekrozo in etilen inducirajočemu proteinu 1 podobni proteini) v primerjavi z NLP proteini (npr.: 
Vna7.239) glive V. nonalfalfae. 
Figure 17: Dendrogram of gene models (e.g.: NLP9) of V. dahliae with predicted NLP domains (necrosis 
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Preglednica 14: Genski modeli sekretoma glive V. nonalfalfae z napovedanimi NLP domenami na podlagi PFAM rezultatov (PF05630, PF08995, PF14856). 
Table 14: Gene models of V. nonalfalfae secretome with predicted NLP domains based on PFAM results (PF05630, PF08995, PF1485). 
Genski model BLAST opis PFAM domena 
Vna8.15 hypothetical protein BN1708_008179 [V. 
longisporum] 
PF00743, PF13738, PF07992, PF13454, PF13434, PF13450, PF07470, PF14748, PF03807, 
PF14856, PF00891, PF09258, PF01370, PF01073, PF13460, PF07993, PF05368, PF003315 
Vna7.239 hypothetical protein BN1708_011259 [V. 
longisporum]  
PF05630 
Vna4.63 hypothetical protein BN1708_016263 [V. 
longisporum] 
PF10503, PF04082, PF12697, PF08164, PF13339, PF10609, PF01656, PF13614, PF09140, 
PF00142, PF13499, PF00036, PF13405, PF13833, PF13423, PF00929, PF00443, PF00153, 
PF00195, PF02797, PF08392, PF08541, PF01116, PF05630 
Vna6.171 hypothetical protein BN1723_011094 [V. 
longisporum] 
PF14856 
Vna10.147 necrosis-and ethylene-inducing protein and 
ethylene inducing peptide VDBG_09464 [V. 
alfalfae VaMs.102] 
PF05630 
Vna8.788 necrosis-and ethylene-inducing protein 
inducing factor VDBG_06347 [V. alfalfae 
VaMs.102] 
PF05630 
Vna3.649 necrosis-and ethylene-inducing protein 
VDBG_05343 [V. alfalfae VaMs.102] 
PF05630 
Vna10.269 necrosis-and ethylene-inducing protein-
inducing protein VDBG_09602 [V. alfalfae 
VaMs.102] 
PF05630 
Vna7.15 predicted protein VDBG_01472 [V. alfalfae 
VaMs.102] 
PF14856, PF12695, PF12697, PF08240, PF03800, PF01602, PF13646, PF02985, PF07690, 
PF06609, PF00083, PF00501, PF00109, PF08659, PF00668, PF00698, PF00106, PF14765, 
PF07993, PF02801, PF08242, PF00550, PF13489, PF08241, PF13745, PF13847, PF01370, 
PF12847, PF01209, PF00108 
Vna8.156 predicted protein VDBG_08443 [V. alfalfae 
VaMs.102] 
PF14856 
Vna8.38 predicted protein VDBG_08578 [V. alfalfae 
VaMs.102] 
PF02045, PF01636, PF02958, PF03982, PF13422, PF13415, PF13418, PF13854, PF07646, 
PF13964, PF01344, PF01261, PF04438, PF08325, PF01863, PF08311, PF00069, PF14856 
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4.1.4 Rastlinska podatkovna zbirka za interakcije med patogenom in gostiteljem (PHI) 
 
V sekretomu glive V. nonalfafae smo določili genske modele s podobnostjo s proteini v 
podatkovni bazi PHI (Baldwin in sod., 2006; Winnenburg in sod., 2006), kjer so zbrane 
strokovno kurirane molekularne in biološke informacije o genih, za katere je 
eksperimentalno dokazano, da vplivajo na rezultate interakcij med patogeni in gostitelji. V 
tej bazi podatkov je 2547 zavedenih proteinov, ki so po vplivu na gostitelja razporejene v 
različne kategorije:  
 
- ˝Izguba patogenosti˝ (angl. loss of pathogenicity). V nasprotju z divjim tipom 
transgen mikroorganizem ne povzroča bolezenskih znamenj na gostiteljskih 
rastlinah.  
- ˝Zmanjšana virulenca˝ (angl. reduced virulence). Transgen mikroorganizem 
povzroča bolj mila bolezenska znamenja na gostiteljskih rastlinah kot divji tip.  
- ˝Nespremenjena patogeneza˝ (angl. unaffected pathogenicity). Transgen 
mikroorganizem povzroča bolezenska znamenja v enakem obsegu kot divji tip.  
- ˝Povečana virulenca˝ (angl. increased virulence). Transgen mikroorganizem 
povzroča bolj hude oblike bolezenskih znamenj na gostiteljskih rastlinah kot divji 
tip. 
- ˝Efektor (determinanta avirulence na rastlinah)˝ (angl. effector (planta virulence 
determinant)). Nekateri produkti efektorskih genov povzročajo pri odpornih rastlinah 
sprožitev imunskega odziva, ki jim pravimo avirulentni proteini. 
- ˝Letalen˝ (angl. lethal). Transgen mikroorganizem ne preživi, saj je genski produkt 
ključnega pomena za organizem. 
- ˝Mešan izid˝ (angl. mixed outcome). Transgen mikroorganizem povzroča različno 
stopnjo bolezenskih znamenj na različnih gostiteljskih rastlinah ali v različnih tkivih 
iste gostiteljske rastline (Urban in sod., 2015). 
 
Identificirali smo 11 proteinov podobnih eksperimentalno določenim efektorjem (kategorija 
˝Efektor (determinanta avirulence na rastlinah)˝), ki so navedeni v Preglednici 15, 3 proteine, 
ki so kazali podobnost na proteine iz kategorije ˝Povečana virulenca˝, 10 iz kategorije 
˝Izguba patogenosti˝, 117 iz kategorije ˝Zmanjšana virulenca˝, 13 iz kategorije ˝Mešan izid˝ 
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Preglednica 15: Število ujemanj sekretornih proteinov glive V. nonalfalfae z zapisi v podatkovni zbirki 
PHI za eksperimentalno določene efektorje ter njihova funkcija. 
Table 15: Number of secretory protein hits for fungus V. nonalfalfae in records from the PHI database 
for experimentally determined effectors and their function. 
Efektor Organizem Opis 
Število 
proteinov  
AVR-Pita Magnaporthe oryzae cink metaloproteinaza 4 
BEC1005 Blumeria graminis glukozil transferaza 2 
BEC1019 Blumeria graminis metaloproteaza 1 
GIP2 Phytophthora sojae glukanazni inhibitor 1 
MgSM1 Magnaporthe oryzae majhen sekretorni protein, podoben 
ceratoplataninski družini, inducira 
hipersenzitivni odziv 
2 
NPP1 Phytophthora parasitica inducira celično smrt gostitelja 1 
 
4.1.5 Vrstno specifični proteini 
 
V sekretomu smo določili 3 proteine, ki so specifični letalnemu patotipu glive V. nonalfalfae, 
ne najdemo pa jih v genomih blagega patotipa V. nonalfalfae, kot je bilo ugotovljeno s 
primerjavo genomov letalnih in blagih patotipov V. nonalfalfae (Jakše in sod., 2018). Gen 
VnaUn.279, ki smo ga določili z našo bioinformacijsko platformo, je bil že predhodno odkrit 
kot potencialni efektor s primerjalno genomiko in njegova vloga v virulenci glive je bila 
potrjena s patogenimi testi (Flajšman, 2016). Druga dva proteina, specifična za letalni patotip 
V. nonalfalfae, pa sta Vna9.183 in Vna4.761.  
 
4.2 ANALIZA EFEKTORJEV DOLOČENIH IZ LITERATURE 
 
V literaturi je do sedaj opisanih veliko število glivnih efektorjev, ki so navedeni v Prilogi G 
1-3. Da bi dobili dober vpogled v lastnosti efektorjev, smo nukleotidna in aminokislinska 
zaporedja že znanih 71 efektorjev (literatura na vpogled pri avtorici) analizirali nekatere 
značilne lastnosti efektorjev kot ostale CSEP: določili smo jim signalni peptid, PFAM 
domene, število aminokislin ter število cisteinskih ostankov, dodatno smo preverili 
prisotnost aminokislinskih motivov (RxLR, [LI]xAR, [YFW]xC in YxSL[RK]), ki so 
specifični za efektorje in so jih zaenkrat odkrili le pri oomicetah. Slikovna predstavitev 
rezultatov je razvidna iz Slike 18, ki prikazuje veliko raznolikost efektorskih molekul. 
Najprej smo efektorje razporedili po signalnem peptidu, ki je zelo pomembna lastnost 
proteinskih molekul za sekrecijo, in ga določili pri 93,0 % analiziranih, potrjenih efektorjih. 
Tisti efektorji, ki nimajo signalnega peptida, se verjetno izločajo po alternativnih poteh 
sekrecije. Druga zelo pomembna lastnost efektorjev je odsotnost proteinskih domen oziroma 
prisotnost le efektor specifičnih PFAM domen, ki smo jih določili pri 91,5 % potrjenih 
efektorjev. Vseeno obstajajo izjeme, ki imajo druge PFAM domene, ki niso efektor 
specifične. Dolžina efektorskega proteina se je izkazala tudi za izjemno pomembno lastnost, 
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saj je bilo 91,5 % efektorjev krajših od 300 aminokislin. Vsebnost vsaj 3 % cisteinskih 
ostankov v proteinskem zaporedju je bila značilna za 85,9 %, torej je tudi pomembna lastnost 
efektorjev. Prisotnost aminokislinskih motivov ni ključnega pomena za efektorje, saj je bila 
prisotna le v 32,4 % analiziranih efektorjev. 
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4.3 IDENTIFIKACIJA KANDIDATNIH SEKRETORNIH EFEKTORSKIH 
PROTEINOV (CSEP) 
 
V sekretomu glive V. nonalfalfae smo nato določili CSEP, kar je grafično predstavljeno v 
Sliki 19. Najpomembnejši kriterij pri tem je bila ekspresija glivnih genov in planta. Podatki 
o ekspresiji genov V. nonalfalfae in planta so bili pridobljeni iz RNA-seq eksperimenta, kjer 
smo proučevali izražanje hmeljnih genov po okužbi z letalnim patotipom T2 glive V. 
nonalfalfae (Progar, neobjavljeni rezultati). Eksperiment je vključeval odporno in 
neodporno sorto hmelja, transkriptomske spremembe na okužbo pa so bile spremljane v 
koreninah in nadzemnih delih obeh kultivarjev v štirih različnih časovnih točkah, kar je 
skupaj predstavljalo 16 različnih pogojev. Za ugotavljanje in planta ekspresije V. nonalfalfae 
genov v opisanem poskusu smo šteli glivne transkripte s CPM >1, ki se je izražal vsaj pri 
enem pogoju (Dodatna datoteka 1). Na ta način smo v sekretomu identificirali 766 (81,1 % 
sekretoma, 8,3 % proteoma) genov, ki so se izražali in planta (Slika 19). Pri tem se 
zavedamo, da smo nekatere CSEP izgubili že pri določanju sekretoma in silico, predvsem 
tiste, ki so netipični sekretorni proteini. Ker smo želeli identificirati efektorje brez 
encimatske funkcije, smo odstranili proteine, ki so kazali podobnost na encime v podatkovni 
zbirki CAZy, ne pa CBM, in tako ohranili 511 domnevno sekretornih proteinov (Slika 19). 
Od teh proteinov jih je 249 vsebovalo domene PFAM, med njimi en z NLS signalom (248 
+ 1), 46 proteinov je vsebovalo efektor specifične PFAM domene, ostali proteini (216) pa 
niso vsebovali nobenih PFAM domen, dva izmed njih sta imela NLS signal (214 + 2). Našo 
pozornost so najbolj pritegnili tisti proteini, ki so bili ali brez domen PFAM ali pa z efektor 
specifičnimi domenami PFAM in tako smo izbrali 263 CSEP, kar predstavlja 2,8 % 
proteoma. V to množico podatkov je bil vključen tudi protein, ki je imel efektor nespecifično 
PFAM domeno, vendar NLS signal in bi potencialno lahko bil aktiven v jedru rastline. V 
naboru CSEP smo določili 4 proteine s podobnostjo na efektorje podatkovne baze PHI, 11 
proteinov z reducirano patogenostjo in 4 proteine brez vpliva na patogenost.  
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Slika 19: Bioinformacijska analiza genoma glive V. nonalfalfae: 1.1) anotacija po funkciji; 1.2) anotacija 
po efektorskih lastnostih; 2.1) predikcija sekretoma; 2.2) selekcija kandidatnih sekretornih efektorskih 
proteinov (CSEP); 3) prednostni CSEP. 
Figure 19: Bioinformatic analysis of the genome of the fungus V. nonalfalfae: 1.1) functional annotation; 
1.2) annotation by effector properties; 2.1) prediction of secretome; 2.2) selection of candidate secretion 
effector proteins (CSEPs); 3) top priority CSEPs. 
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V naslednjem koraku smo na osnovi rangiranja z utežmi izbrali 44 prednostnih CSEP, kar 
je shematsko predstavljeno v Sliki 19 in podrobneje razloženo v poglavju Materiali in 
metode (3.3 Izbira CSEP Verticillium nonalfafae: bioinformacijska analiza genoma). 
Seznam izbranih CSEP je poimensko naveden v Preglednici 16. 
 
Pri tem izboru smo upoštevali rezultate RNA-Seq primerjalne analize med višje izraženimi 
transkripti letalnega patotipa glive V. nonalfalfae gojene v gojišču, ki simulira rastlinski 
ksilemski sok v primerjavi z blagim patotipom glive V. nonalfalfae (Jakše in sod., 2018). 
Upoštevali smo tudi prisotnost proteinov v naboru podatkov proteomske analize (2D-DIGE-
MS) diferencialno izraženih genov letalnih in blagih patotipov glive V. nonalfalfae, gojenih 
v ksilem simulirajočem gojišču (Mandelc in Javornik, 2015). Naslednja pomembna lastnost 
prednostnih CSEP je bila odsotnost anotacije (NA), torej smo izbrali genske modele, ki niso 
kazali podobnosti z že znanimi proteini. Tretja pomembna lastnost je bila specifičnost 
genskih modelov za letalni patotip (LS) V. nonalfafae, torej genov, ki niso prisotni v blagem 
tipu glive. Vsi trije letalno specifični proteini, VnaUn.279, Vna9.183 in Vna4.761, omenjeni 
pri poglavju 4.1, so bili prisotni v tej množici podatkov. Naslednji kriterij je bila velikost 
proteina, ker so efektorji v splošnem majhni, s cisteinom bogati proteini in smo za naš izbor 
postavili kritreij: < 150 aminokislin, > 3 % cisteinskih ostankov. Nazadnje smo med 
prednostne CSEP uvrstili tudi proteine, ki so kazali podobnost na podatkovno bazo PHI. Dva 
genska modela sta kazala podobnost na proteine iz kategorije ˝Zmanjšana virulenca˝ in en 
genski model na proteine iz kategorije ̋ Efektor˝. Rangiranje CSEP podrobneje komentiramo 
v razpravi. 
 
4.4 EKSPRESIJA PRIORITETNIH CSEP Z RT-qPCR 
 
Za potrditev in ugotavljanje vzorcev ekspresije in planta za izbrane prioritetne CSEP (44) 
smo najprej določili referenčne gene, s katerimi smo ekspresijo genov normalizirali na 
glivno biomaso v okuženih vzorcih hmelja. Najboljša referenčna gena sta bila spojitveni 
dejavnik 3a2 in topoizomeraza DNA, kot je opisano v Materialih in metodah (3.4.1). Ker je 
glivne biomase v hmelju malo (in posledično tudi malo glivne RNA v primerjavi z rastlinsko 
RNA), smo z RT-qPCR za 44 prioritetnih CSEP določili povprečno ekspresijo na združenih 
vzorcih, kakor je razvidno iz Slike 10 (korenine odpornega in neodpornega hmelja, 
okuženega z glivo V. nonalfalfae 6, 12 in 18 dni po inkulaciji (angl. days post inoculation, 
dpi)). Seznam ZO (začetnih oligonukleotidov) za prioritetne CSEP se nahajajo v Prilogi B. 
Preglednica 16 predstavlja povprečne relativne vrednosti izražanja (RVI) združenih vzorcev 
v koreninah rastlin hmelja za 44 prioritetnih CSEP glive V. nonaflafae. In planta ekspresijo 
CSEP genov glive V. nonalfalfae smo normalizirali na glivno biomaso in določili razliko v 
ekspresiji glede na njihovo ekspresijo na ½ CD gojišču. Najvišjo ekspresijo smo opazili pri 
genu VnaSSP4.2, ki je že objavljen (Flajšman in sod., 2016) kot pomemben efektor glive V. 
nonalfalfae, nato je sledilo 5 genov z visoko ekspresijo (RVI > 100 FC), štirje geni so 
izkazovali srednje visoko ekspresijo (RVI >10), največ, 18 genov, je imelo RVI 1‒10, 
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preostalih 16 genov od 44 izbranih pa je izkazovalo nizko ekspresijo RVI <1. Obravnavane 
RVI so povprečne vrednosti vseh treh točk vzorčenja pri obeh kultivarjih in posledično se 
posebnosti ekspresije pri posamezni točki posameznega gena izgubijo. 
 
Preglednica 16: Povprečna ekspresija (relativna vrednost izražanja genov (RVI) glede na glivo, gojeno 
na ½ CD gojišču), 44 prioritetnih kandidatnih sekretornih efektorskih proteinov glive V. nonaflafae v 
koreninah odpornega in neodpornega kultivarja hmelja. 
Table 16: The average expression (fold change according to fungi grown on ½ CD medium) of 44 top 
priority candidate secreted effector proteins of V. nonaflafae in the roots of resistant and susceptible hop 
cultivars. 
 Zaporedna številka  ID Povprečna ekspresija (RVI) 
1 Vna4.2 666,33 
2 Vna7.443 420,03 
3 Vna8.691 418,19 
4 Vna5.694 415,72 
5 Vna7.570 168,15 
6 Vna3.1041 100,64 
7 Vna5.876 46,06 
8 VnaUn.279 44,77 
9 Vna3.636 15,57 
10 Vna5.362 12,76 
11 Vna1.285 9,14 
12 Vna7.569 8,98 
13 Vna6.167 7,91 
14 Vna3.350 6,43 
15 Vna6.168 5,04 
16 Vna6.119 4,72 
17 Vna1.566 4,35 
18 Vna3.778 3,56 
19 Vna7.467 3,44 
20 Vna1.565 2,37 
21 Vna5.793 2,29 
22 Vna1.1229 2,04 
23 Vna1.1245 1,75 
24 Vna6.108 1,66 
25 VnaUn.10 1,61 
26 Vna2.1145 1,49 
27 Vna4.130 1,22 
28 Vna1.53 1,03 
29 Vna5.18 0,76 
30 Vna8.133 0,70 
  "se nadaljuje" 
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"nadaljevanje Preglednice 16"   
 Zaporedna številka  ID Povprečna ekspresija (RVI) 
31 Vna2.179 0,62 
32 Vna1.1274 0,52 
33 Vna3.706 0,50 
34 Vna3.1010 0,49 
35 Vna5.588 0,40 
36 Vna4.761 0,39 
37 Vna1.1318 0,25 
38 Vna1.542 0,20 
39 Vna9.148 0,15 
40 Vna5.873 0,13 
41 Vna7.252 0,11 
42 Vna1.575 0,10 
43 Vna8.621 0,08 
44 Vna2.175 0,03 
 
Za tri gene z najvišjo povprečno ekspresijo (Vna7.443, Vna8.691 in Vna5.694), za dva 
letalno specifična gena (VnaUn.279, Vna4.761) z zmerno in nizko povprečno ekspresijo ter 
za dva gena (Vna1.565, Vna8.133) z nizko povprečno ekspresijo smo v nadaljevanju določili 
ekspresijo v poskusu s petimi biološkimi ponovitvami. Njihove značilnosti so predstavljene 
v Preglednici 17.
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Preglednica 17: Nekatere značilnosti izbranih efektorskih kandidatov.  
Table 17: Main characteristics of selected effector candidates.  
Ime genskega 
modela 







Vna7.443 ohranjen hipotetičen protein BN1708_009057 [Verticillium 
longisporum] 
- ne 276 0 0 
Vna8.691 napovedan protein BN1708_009912 [Verticillium longisporum]  - ne 95 0 0 
Vna5.694 hipotetičen protein BN1708_011604 [Verticillium longisporum]  - ne 81 6 7.4 
VnaUn.279 hipotetičen protein VDAG_04921 [Verticillium dahliae VdLs.17]  - da 92 0 0 
Vna4.761 napovedan protein BN1723_010903 [Verticillium longisporum] - da 186 8 4.3 
Vna1.565 ohranjen hipotetičen protein VDBG_03124 [Verticillium alfalfae 
VaMs.102] 
- ne 117 8 6.8 
Vna8.133 hipotetičen protein BN1708_007470 [Verticillium longisporum] PF05730 ne 115 8 6.9 
*Stolpec Cys pomeni število cisteinskih ostankov, stoplec Cys [%] pa delež cisteinskih ostankov v proteinu. 
*Column Cys means the number of cysteine residues and column Cys [%] means the percentage of cysteine residues in the protein. 
 
Geni Vna7.443, Vna8.691 in Vna5.694 imajo zelo visoko diferencialno ekspresijo glede na glivo, gojeno na ½ CD. Produkt gena Vna7.443 
je podoben proteinu BN1708_009057 glive V. longisporum, njegova napovedana dolžina je 276 aminoksilin z maso 30,3 kDa, brez 
cisteinskih ostankov in izoelektirčno točko 7,59. Produkt gena Vna8.691 kaže podobnost proteinu BN1708_009912 glive V. longisporum, 
ima dolžino 95 aminokislin, maso 9,9 kDa, brez cisteinskih ostankov ter z izoelektrično točko 7,86. Produkt gena Vna5.694 kaže podobnost 
proteinu BN1708_011604 glive V. longisporum, ima dolžino 81 aminokislin, maso 8,7 kDa, s 6 cisteinskimi ostanki ter z izoelektrično 
točko 4,23.  
 
 
Marton K. In silico določitev in mutacijska analiza ... efektorjev ... glive Verticillium albo-atrum. 




Gena VnaUn.279 in Vna4.761 sta letalno specifična, torej se ne nahajata v genomu blagega 
patotipa glive V. nonalfafale. Ekspresija gena VnaUn.279 je zmerna, medtem ko je 
ekspresija gena Vna4.761 nizka glede na glivo, gojeno na ½ CD. Produkt gena VnaUn.279 
je podoben proteinu VDAG_04921 glive V. dahliae, njegova napovedana dolžina šteje 92 
aminoksilin z maso 9,9 kDa, brez cisteinskih ostankov in izoelektirčno točko 4,33. 
VnaUn.279 kaže s 44,2 % pokritostjo in 0,0000001 e-vrednostjo podobnost na Laea protein, 
ki je zaveden v podatkovni bazi PHI, kot protein, ki spada v kategorijo ˝Zmanjšana 
virulenca˝. Produkt gena Vna4.761 kaže podobnost proteinu BN1723_010903 glive V. 
longisporum, ima dolžino 186 aminokislin, maso 20,6 kDa, z 8 cisteinskimi ostanki ter z 
izoelektrično točko 8,75. V genomu glive V. nonalfafae se nahaja v treh kopijah gena, na 
kromosomu 9 in na regiji, ki ni popolnoma zložena in jo imenujemo unplaced.  
 
Letalno specifičen genski model je še Vna9.183, ki ni bil vključen v podrobnejše analize, saj 
po podatkih tranksriptoma hmelja, okuženega z glivo V. nonalfalfae, ni in planta izražen. 
Produkt gena Vna9.183 je podoben proteinu VDAG_04904 glive V. dahliae, njegova 
napovedana dolžina šteje 277 aminoksilin z maso 31,1 kDa, s 5 cisteinskimi ostanki in 
izoelektrično točko 4,81. 
 
Gena Vna1.565 in Vna8.133 imata nizko povprečno diferencialno ekspresijo glede na glivo, 
gojeno na ½ CD. Produkt gena Vna1.565 kaže podobnost proteinu VDBG_03124 glive V. 
alfalfae, njegova napovedana dolžina šteje 117 aminoksilin z maso 12,7 kDa, z 8 
cisteinskimi ostanki in izoelektrično točko 7,54. Produkt gena Vna8.133 kaže podobnost 
proteinu BN1708_007470 glive V. longisporum, njegova napovedana dolžina šteje 115 
aminoksilin, z 8 cisteinskimi ostanki in izoelektrično točko 4,11. Gen Vna8.133 ima 
napovedano PFAM domeno PF05730, to je CFEM domena, ki je specifična za glivne 
proteine, z visoko vsebnostjo cisteinskih ostankov in je značilna za glivne patogene 
(Saunders in sod., 2012; Guyon in sod., 2014; Heard in sod., 2015; Nasser in sod., 2016).  
 
In planta ekspresijo sedmih izbranih kandidatnih genov smo nadalje analizirali v treh 
časovnih točkah (6, 12 in 18 dpi) v koreninah in nadzemnem tkivu občutljivega (Celeia) in 
odpornega kultivarja hmelja (Wye Target) po okužbi s patotipom T2 V. nonalfalfae v petih 
bioloških ponovitvah. Rezultati ekspresije genov so predstavljeni v Sliki 20 in 21. Ekspresija 
efektorskega kandidatnega gena Vna7.443 je v koreninah odpornega kutivarja (Wye Target) 
višja v primerjavi z neodpornim kultivarjem, vendar je v obeh primerih najvišja pri 6 dpi, 
nato pa postopoma pada. V nadzemnih delih ekspresija za Vna7.443 v Celeia raste od 6 dpi 
do 12 dpi, nato pada, dočim ima pri odpornem kultivarju najnižjo ekspresijo pri 12 dpi. 
Ekspresija gena Vna5.694 je podobno kot pri genu Vna7.443 zelo visoka v koreninah obeh 
kultivarjev, s to razliko, da v odpornem kultivarju hmelja (Wye Target) ekspresija v času 
raste. Podoben vzorec ekspresije je razviden tudi za nadzemne dele, le da pri nižjih relativnih 
vrednostih. Gen Vna8.691 ima stabilno inducirano ekspresijo skozi opazovano obdobje v 
koreninah odpornega kultivarja in v nadzemnih delih rastlin obeh kultivarjev, medtem ko 
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visoka ekspresija v koreninah neodpornega kultivarja pada od začetne do končne časovne 
točke. Zanimivi so ekspresijski vzorci genov VnaUn.279 in Vna4.761, ki sta izražena v 
neodpornem kultivarju v poznejših časovnih točkah, VnaUn.279 v obeh tkivih, Vna4.761 le 
v nadzemnih delih. V odpornem kultivarju je ekspresija obeh genov zanemarljiva.  
 
Gena Vna1.565 in Vna8.133 sta pokazala nižjo relativno vrednost izražanja kot predhodni 
geni. Vna1.565 je izkazoval najvišjo začetno vrednost v koreninah Wye Targeta, ki je že v 
drugi časovni točki padla, ostali ekspresijski vzorci pa so bili neznačilni. Pri genu Vna8.133 
so bile najvišje vrednosti ekspresije pri 6 dpi v nadzemnih delih obeh kultivarjev, ki so nato 
s časom padale. V koreninah Celeie se ekspresija tega gena ni bistveno spreminjalah, pri 
odpornem kultivarju pa je porasla pri 18 dpi.   
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Slika 20: Relativna vrednost izražanja genov (RVI, angl. fold change) izbranih CSEP glive V. nonalfalfae 
v okuženem hmelju 6, 12 in 18 dni po okuževanju (dpi): A) Vna5.694, B) Vna4.761, C) Vna7.443, D) 
VnaUn.279, E) Vna 8.691. 
Figure 20: Relative expression of selected CSEPs of the fungus V. nonalfalfae in infected hops 6, 12 and 
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Slika 21: Relativna vrednost izražanja (RVI, angl. fold change) genov izbranih CSEP glive V. nonalfalfae 
v okuženem hmelju 6, 12 in 18 dni po okuževanju (dpi): A) Vna1.565 in B) Vna8.133. 
Figure 21: Relative expression of selected CSEPs of the fungus V. nonalfalfae in infected hops 6, 12 and 
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4.5 PRIPRAVA DELECIJSKIH MUTANT GLIVE V. nonalfafae 
 
Za pripravo delecijskih mutantov za gene Vna7.443, Vna8.691, Vna5.694, Vna4.761, 
Vna1.565 in Vna8.133 glive V. nonalfafae smo uporabili ATMT metodo. Za izbijanje genov 
smo z metodo PCR pomnožili homologne sekvence, ki so bile približno 1000 bp navzgor in 
navzdol od izbranega gena. Uporabljeni ZO so navedeni v Prilogi H. Za LHRS (leva 
homologna rekombinacijska sekvenca) smo uporabili ZO z oznakami O1/O2, za DHRS 
(desna homologna rekombinacijska sekvenca) pa A3/A4. Iz Slike 22 so razvidne homologne 




Slika 22: Slika gela A in B pomnoženih HRS-jev. Oznake vzorcev so razložene v preglednici. 
Figure 22: Image of gel A and B of multiplied HRSs. Symbols of samples are described in the table. 
 
Pomnožek za HRS Vna8.133-A3/A4-1 ni bil prave velikosti, zato smo nadalje uporabili 
Vna8.133-A3/A4-2. Pri HRS-ju Vna4.761-A3/A4 sta se pomnožila dva fragmenta, vendar 
smo nadaljevali z delom, saj smo kasneje izbrali take kolonije E. coli, ki so vgradile fragment 
pravilne dolžine. 
 
V naslednjem koraku smo namnožili vektor pRF-HU2 za ATMT (Frandsen in sod., 2008), 
ga izolirali, očistili in linearizirali, kot je opisano v materialih in metodah. Na Sliki 2Slika 
23: Ločitev lineariziranih fragmentov vektorja pRF-HU2 na agaroznem gelu3 vidimo 




Par ZO Pričakovana 
dolžina [bp] 
1 Vna5.694-O1/O2 1020 
2 Vna5.694-A3/A4 1021 
3 Vna4.761-O1/O2 1028 
4 Vna4.761-A3/A4 453 
5 Vna8.133-O1/O2 1051 
6 Vna8.133-A3/A4-1 227 
7 Vna8.133-A3/A4-2 1002 
8 Vna1.565-O1/O2 1052 
9 Vna1.565-A3/A4 1050 
10 Vna7.443-O1/O2 1154 
11 Vna7.443-A3/A4 1164 
12 Vna8.691-O1/O2 1020 
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Slika 23: Ločitev lineariziranih fragmentov vektorja pRF-HU2 na agaroznem gelu. 
Figure 23: Separation of linearized fragments of vectors pRF-HU2 on an agarose gel. 
 
Vektor pRF-HU2 in HRS-je smo klonirali z USER friendly sistemom kloniranja (Frandsen 
in sod., 2008) ter vektorje namnožili v E. coli, kot je opisano v Materialih in metodah. 
Pravilno orientacijo fragmentov kloniranih vektorjev smo preverili z metodo PCR. Iz 
Preglednice 18 so razvidne kombinacije ZO in dolžine pomnoženih fragmentov. Uporabljeni 
ZO so zbrani v Prilogi H. 
 
Potrjene kolonije E. coli DH5α smo namnožili, izolirali plazmide in jih z elektroporacijo 
transformirali v A. tumefaciens, kot je opisano v materialih in metodah. Ponovno smo 
potrdili pravilno usmerjenost vektorjev pRF-HU2 in HRSji z metodo PCR, kar je vidno v 
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Preglednica 18: Pomnoženi fragmenti DNA in njihova pričakovana dolžina za potrditev pravilne 
orientacije kloniranih vektorjev pRF-HU2 in HRS-jev v bakterijah Escherichia coli in Agrobacterium 
tumefaciens. 
Table 18: Multiplied DNA fragments and their expected length for confirmation of accurate orientation 
of cloned vectors pRF-HU2 and HRS in bacteria Escherichia coli and Agrobacterium tumefaciens. 
Oznaka 
na gelu 
Par ZO Pričakovana 
dolžina [bp] 
Slika gela E. coli Slika gela A. 
tumefaciens 
1 Vna7.443-O1/O2 1154 
  
2 Vna7.443-O1/RF2 1312 
3 Vna7.443-A3/A4 1164 
4 Vna7.443-RF1/A4 1315 
1 Vna8.691-O1/O2 1020 
  
2 Vna8.691-O1/RF2 1178 
3 Vna8.691-A3/A4 1088 
4 Vna8.691-RF1/A4 1239 
1 Vna5.694-O1/O2 1020 
  
2 Vna5.694-O1/RF2 1178 
3 Vna5.694-A3/A4 1021 
4 Vna5.694-RF1/A4 1172 
1 Vna4.761-O1/O2 1028 
  
2 Vna4.761-O1/RF2 1186 
3 Vna4.761-A3/A4 453 
4 Vna4.761-RF1/A4 604 
1 Vna8.133-O1/O2 1051 
  
2 Vna8.133-O1/RF2 1209 
3 Vna8.133-A3/A4 851 
4 Vna8.133-RF1/A4 1002 
1 Vna1.565-O1/O2 1052 
  
2 Vna1.565-O1/RF2 1210 
3 Vna1.565-A3/A4 1050 
4 Vna1.565-RF1/A4 1201 
 
Potrjene kolonije A. tumefaciens smo shranili na ‒80°C in z njimi kasneje izvedli 
transformacijo V. nonalfalfae, kot opisujemo v Materialih in metodah. Pripravili smo 5 
različnih delecijskih mutantov naslednjih genov: ΔVna1.565, ΔVna8.133, ΔVna5.691, 
ΔVna7.443 in ΔVna8.691. Zanje smo uporabili 6 različnih kombinacij ZO: 1. kombinacija 
prikazuje spoj genomske DNA s plazmidno DNA navzdol od tarčnega gena, 2. prisotnost 
LHRS, 3. spoj genomske DNA s plazmidno DNA navzgor od tarčnega gena, 4. prisotnost 
DHRS, 5. prisotnost markerskega gena, to je gen za odpornost na higromicin, 6. odsotnost 
tarčnega gena, kar je podrobneje opredeljeno v Preglednici 19. Pripadajoči ZO so navedeni 
v Prilogi H. 
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Preglednica 19: Potrjevanje delecijskih mutant glive V. nonalfalfae z metodo PCR z navedenimi 
kombinacijami začetnih oligonukeltoidov in njihove pričakovane dolžine. 
Table 19: Validation of deletion mutants of V. nonalfalfae with the PCR method of combinations of 
primers and their expected lengths. 
Oznaka 
na gelu 
Par ZO Pričakovana 
dolžina [bp] 
 
1 Vna7.443-RF1/T3 1362 
 
2 Vna7.443-O1/O2 1154 
3 Vna7.443-T4/RF2 1291 
4 Vna7.443-A3/A4 1164 
5 Hyg-F/R 588 
6 cDNA_Vna7.443-F/R 831 
1 Vna8.691-RF1/T3 1265 
 
2 Vna8.691-O1/O2 1020 
3 Vna8.691-T4/RF2 1244 
4 Vna8.691-A3/A4 1088 
5 Hyg-F/R 588 
6 cDNA_Vna8.691-F/R 998 
1 Vna5.694-RF1/T3 1554 
 
2 Vna5.694-O1/O2 1020 
3 Vna5.694-T4/RF2 1221 
4 Vna5.694-A3/A4 1021 
5 Hyg-F/R 588 
6 cDNA_Vna5.694-F/R 300 
1 Vna8.133-RF1/T3 1190 
 
2 Vna8.133-O1/O2 1051 
3 Vna8.133-T4/RF2 1050 
4 Vna8.133-A3/A4 851 
5 Hyg-F/R 588 
6 cDNA_Vna8.133-F/R 501 
1 Vna1.565-RF1/T3 1282 
 
2 Vna1.565-O1/O2 1052 
3 Vna1.565-T4/RF2 1243 
4 Vna1.565-A3/A4 1050 
5 Hyg-F/R 588 
6 cDNA_Vna1.565-F/R 548 
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4.6 SPREMLJANJE BOLEZENSKIH ZNAMENJ V SISTEMU UMETNEGA 
OKUŽEVANJA 
 
Za pet genov iz ekspresijske analize Vna7.443, Vna8.691, Vna5.691, Vna1.565 in Vna8.133 
smo pripravili delecijske mutante. Za gen Vna4.761 nismo uspeli pripraviti delecijskega 
mutanta, verjetno zaradi treh kopij gena v genomu. Delecijski mutant ΔVnaUn.297 je bil 
predhodno že pripravljen in testiran s testom patogenosti (Flajšman, 2016). Za vsak mutant 
smo naključno uporabili 4 neodvisne različne delecijske mutante. Vseh pet mutantov je na 
gojišču izražalo fenotip (sporulacija, rast in barva kolonij), podoben divjemu tipu. 
 
Okuževali smo neodporen kultivar hmelja Celeia. Bolezenska znamenja smo ocenjevali v 
štirih časovnih točkah (4, 5 in 6 tednov, včasih tudi 7 in 8 tednov po okuževanju) z 
bolezenskim indeksom od 0 do 5 (angl. disease severity index, DSI) (Radišek in sod., 2003). 
Po ocenjevanju bolezenskih znamenj smo potrdili okuženost hmelja z delecijskim mutantom 
glive V. nonalfalfae z reizolacijo glive iz testnih rastlin. V analizo rAUDPC (angl. relative 
area under disease progress curve) in DSI smo vključili le vzorce, ki so bili okuženi. Za 
pozitivno kontrolo smo uporabili neodporen kultivar hmelja Celeia, ki je bil okužen z divjim 
tipom T2 V. nonalfalfae, za negativno kontrolo pa rastline Celeie, katerih korenine smo 
namočili v vodi (glej poglavje 3.5.3). 
 
Preglednica 20: Ocena sporulacije, frekvenca okuženosti rastlin, bolezenski indeks DSI in rAUDPC 
vrednosti za poskus umetnega okuževanja hmelja z delecijskimi mutanti za gene Vna7.443, Vna8.691 in 
Vna 5.694 ter z divjim tipom T2 glive V. nonalfalfae. 
Table 20: Conidiation, disease frequency, disease severity index DSI and rAUDPC values for the 
artificial infection of hops with deletion mutants for genes Vna7.443, Vna8.691 and Vna 5.694 and with 








29 dpi 36 dpi 44 dpi 
ΔVna7.443-1 3 91.67 1.09 2.45 4.00 50.97 
ΔVna7.443-2 4 100 1.08 3.17 4.42 60.28 
ΔVna7.443-3 3 83.33 1.70 3.20 3.90 60.73 
ΔVna7.443-4 5 75 2.56 3.67 4.78 74.07 
ΔVna8.691-1 5 100 2.25 3.58 5.00 73.00 
ΔVna8.691-2 3 100 1.75 2.58 4.42 57.56 
ΔVna8.691-3 4 83.33 3.50 4.80 5.00 91.00 
ΔVna8.691-4 4 100 3.50 4.50 5.00 88.00 
ΔVna5.694-1 5 83.33 2.20 3.90 4.70 74.33 
ΔVna5.694-2 2 83.33 1.10 2.30 3.50 46.80 
ΔVna5.694-3 2 83.33 2.20 3.20 3.90 63.07 
ΔVna5.694-4 3 100 1.83 3.83 4.58 71.33 
V. nonalfalfae T2 5 100 1.67 3.42 4.50 65.94 
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Slika 24: Rast DSI krivulje bolezenskega indeksa v času (29, 36 in 44 dni po inokulaciji, dpi) za hmelj, 
okužen z delecijskimi mutanti A) ΔVna7.443, B) ΔVna8.691 in C) ΔVna5.694 ter z divjim tipom T2 glive 
V. nonalfalfae. 
Figure 24: Growth of the DSI curve of the disease severity index over time (29, 36 and 44 days after 
inoculation, dpi) for hops infected with deletion mutants A) ΔVna7.443, B) ΔVna8.691 and C) ΔVna5.694 
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Spomladi leta 2017 smo izvedli drugi poskus umetnega okuževanja hmelja. Z vsakim izmed 
delecijskih mutantov genov Vna7.443, Vna8.691 in Vna5.694 ter s pozitivno kontrolo, 
izolatom T2 glive V. nonalfalfae, smo okužili 12 rastlin hmelja. Ocena sporulacije je bila 
različna za posamezne seve delecijskih mutantov, vendar se to ni odražalo na odstotku 
frekvence okuženosti hmelja (Preglednica 20). Ocenjevanje DSI je potekalo v treh točkah, 
in sicer 29, 36 in 44 dpi. Povprečne DSI vrednosti in izračunan rAUDPC za okužene rastline 
so navedeni v Preglednici 20. DSI vrednosti za ΔVna7.443 so v času naraščale podobno kot 
pri hmelju, okuženem z divjim tipom glive V. nonalfalfae (Slika 24 A). Medtem lahko pri 
ΔVna8.691 opazimo, da kažeta mutanta ΔVna8.691-3 in ΔVna8.691-4 hitrejšo rast DSI 
krivulje, kar je razvidno iz Slike 24 B. Mutant ΔVna5.694 kaže podobno rast krivulje DSI 
(Slika 24 C) kot divji tip oz. ΔVna7.443.  
 
Z Levenovim testom smo preverili enakost varianc po skupinah (kontrolna skupina in 
mutanti) s podatkom rAUDPC, ki je pokazal, da so variance homologne, saj je razlika 
signifikantna (p < 0,01), zato smo uporabili neparametričen pristop. Uporabili smo Kruskal-
Wallis-ov test, ki je pokazal, da so razlike med porazdelitvami rangiranih vrednosti rAUDPC 
(p > 0,001). Z Dunnovim testom smo pokazali, katere skupine se statistično razlikujejo od 
kontrolne skupine. Delecijska mutanta ΔVna8.691-3 (p > 0,05) in ΔVna8.691-4 (p > 1) sta 
se statistično značilno razlikovala od kontrole v višji povprečni vrednosti rAUDPC 
(povprečje rAUDPC ± standardna napaka): 91,0 ± 9,8 za ΔVna8.691-3 in 88,0 ± 11,8 za 
ΔVna8.691-4, medtem, ko je bila vrednost rAUDPC za pozitivno kontrolo 65,9 ± 21,2, kar 
je predstavljeno v Sliki 25. Medtem se ostali delecijski mutanti niso statistično značilno 
razlikovali od pozitivne kontrole. 
 
 
Slika 25: Povprečne rAUDPC vrednosti s standardnimi napakami za hmelje, okužene s posameznimi 
delecijski mutanti genov Vna7.443, Vna8.691 in Vna5.694 ter z izolatom T2 glive V. nonalfafae. 
Figure 25: Mean rAUDPC values with standard errors for hops infected with individual deletion 
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Preglednica 21: Ocena sporulacije, frekvenca okuženosti rastlin, bolezenski indeks DSI in rAUDPC 
vrednosti za poskus umetnega okuževanja hmelja z delecijskimi mutanti za gena Vna1.565 in Vna8.133 
ter z divjim tipom T2 glive V. nonalfalfae. 
Table 21: Conidiation, disease frequency, disease severity index DSI and rAUDPC values for the 




















ΔVna1.565-1 5 66.67 0.7 1 1.9 3.1 4.4 43.86 
ΔVna1.565-2 5 66.67 0.4 0.9 1.8 2.9 4 40.03 
ΔVna1.565-3 5 66.67 0.9 1.8 2.9 3.7 4.8 57.24 
ΔVna1.565-4 5 66.67 1 1.9 2.6 3.4 4.9 55.24 
ΔVna8.133-1 5 66.67 1.5 2.3 3.2 4.4 5 66.72 
ΔVna8.133-2 5 66.67 0.9 2.1 3.1 3.9 4.8 60.69 
ΔVna8.133-3 5 66.67 1.8 2.6 3.6 4.5 5 71.34 
ΔVna8.133-4 5 66.67 1.3 2.2 3.4 3.8 5 63.62 
V. nonalfalfae 
T2 
5 66.67 1.4 2 3 4 4.6 60.90 
 
Spomladi 2016 smo izvedli prvi poskus umetnega okuževanja hmelja (test patogenosti) s 
štirimi neodvisnimi delecijskimi mutantomi za gena Vna1.565 in Vna8.133 po postopku, 
opisanem v poglavju 3.1.4. Ocena sporulacije mutantov je bila odlična za posamezne seve 
mutantov in bi glede na to pričakovali višji odstotek frekvence okuženosti hmelja, kot so 
pokazali rezultati (Preglednica 21). Ocenjevanje DSI je potekalo v petih točkah, in sicer 24, 
31, 38, 45 in 53 dpi. Povprečne DSI vrednosti in izračunan rAUDPC za okužene rastline so 
navedene v Preglednici 21. DSI vrednosti za mutanta ΔVna1.565-1 in ΔVna1.565-2 so rasle 
počasneje kot pri hmelju, okuženim z divjim tipom glive V. nonalfalfae (Slika 27 A), 
medtem ko sta mutanta ΔVna1.565-3 in ΔVna1.565-4 izkazovala podobno rast DSI krivulje 
kot hmelj, okužen s pozitivno kontrolo, kar je razvidno iz Slike 26 A. Za gen Vna8.133 so 
vsi štirje mutanti imeli podobno rast krivulje DSI (Slika 26 B) kot pozitivna kontrola.  
 
Enakost varianc po skupinah (kontrolna skupina in mutanti) podatkov rAUDPC smo 
preverili z Levenovim testom, ki je pokazal, da variance niso homologne, saj razlika med 
njimi ni signifikantna (p > 0,05), zato smo uporabili parametrično statistično metodo. 
Uporabili smo test Anovo, ki je pokazal, da so razlike med posameznimi skupinami (p < 
0,001). Dunnetov test je pokazal, da kažeta ΔVna1.565-1 (p < 0,05) in ΔVna1.565-2 (p < 
0,01) signifikantne razlike v izražanju bolezenskih znamnenj v primerjavi s T2. V povprečju 
sta se statistično značilno razlikovala od kontrole v nižji povprečni vrednosti rAUDPC 
(povprečje rAUDPC ± standardna napaka): 43,9 ± 10,6 za ΔVna1.565-1 in 40,0 ± 16,3 za 
ΔVna1.565-2, medtem ko je bila povprečna vrednost rAUDPC za pozitivno kontrolo 60,9 ± 
18,6. Delecijska mutanta ΔVna1.565-3 in ΔVna1.565-4 pa se nista statistično značilno 
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razlikovala od vrednosti rAUDPC pozitivne kontrole, kar prikazuje Slika 27. Podobno kaže 
tudi napredovanje bolezenskega indeksa v času na Sliki 28, kjer smo modelirali rastno 
krivuljo DSI vrednosti za hmelj, okužen s pozitivno kontrolo (divji tip glive V. nonalfalfae 
T2), za združene delecijske mutante gena Vna1.565 skupine A, ki so se statistično značilno 
razlikovali od pozitivne kontrole, in za združene delecijske mutante istega gena, ki se niso 
statistično značilno razlikovali od pozitivne kontrole, skupina B. Točko prevoja s skupno 
asimptoto je pozitivna kontrola dosegla 38. dan, ΔVna1.565-A 45. dan, ΔVna1.565-B pa 40. 
dan po okuževanju. Medtem se delecijski mutanti gena Vna8.133 niso statistično značilno 




Slika 26: Rast DSI krivulje bolezenskega indeksa v času (24, 31, 38, 45 in 53 dpi dni po inokulaciji, dpi) 
za hmelj, okužen z delecijskimi mutanti A) ΔVna1.565 in B) ΔVna8.133, ter z divjim tipom T2 glive V. 
nonalfalfae. 
Figure 26: Growth of the DSI curve of the disease severity index throught time (24, 31, 38, 45 and 53 
days after inoculation, dpi) for hops infected with deletion mutants A) ΔVna1.565 and B) ΔVna8.133 and 
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Slika 27: Povprečne rAUDPC vrednosti s standardnimi napakami za hmelje, okužene s posameznimi 
delecijski mutanti genov Vna1.565 in Vna8.133 ter z izolatom T2 glive V. nonalfafae. 
Figure 27: Mean rAUDPC values with standard errors for hops infected with individual deletion 
mutants of the genes Vna1.565 and Vna8.133 and with isolate T2 of V. nonalfafae. 
Slika 28: Model rastne krivulje za bolezenski indeks DSI za pozitivno kontrolo (hmelj okužen z divjim 
tipom glive V. nonalfalfae T2) ter skupino A delecijskih mutantov gena Vna1.565, ki so statistično 
značilno različni od pozitivne kontrole, in skupino B delecijskih mutantov istega gena, ki niso 
statistično značilno različni od T2. 
Figure 28: Growth curve model for the DSI disease index for positive control (hops infected with wild-
type fungus V. nonalfalfae T2) and the group of deletion mutants A of the gene Vna1.565 that statistically 
differed from the positive control, and the group of deletion mutants B of the same gene that did not 























































































Hmelj okužen z izolatom KO
* **
 
Marton K. In silico določitev in mutacijska analiza ... efektorjev ... glive Verticillium albo-atrum. 






5.1 SESTAVA SEKRETOMA GLIVE V. nonalfalfae  
 
Glivni patogeni so razvili različne strategije za interakcijo z gostiteljskimi rastlinami in tako 
izločajo raznovrstne efektorske molekule, s katerimi vplivajo na imunski odziv rastline. 
Namen naše raziskave je bil razviti bioinformacijski pristop za predikcijo sekretoma 
sordariomicetne glive V. nonalfafae, opredeliti kandidatne sekretorne efektorske proteine in 
jih empirično validirati. Za ta namen smo imeli na voljo anotiran genom glive V. nonalfafae 
z določenimi 9269 genskimi modeli in transkriptomske podatke letalnega in blagega patotipa 
glive V. nonalfalfae, gojene na ksilem simulirajočem mediju (Jakše in sod., 2018), rezultate 
proteomske analize glive gojene na istem mediju (Mandelc in Javornik, 2015) ter 
transkriptomske podatke okuženega hmelja z glivo (Progar, neobjavljeni rezultati). 
 
Proteom glive V. nonalfalfae je sestavljen iz 9269 domnevnih proteinov. Ta številka se sicer 
ne sklada z delom Shi-Kunne in sod. (2018), ki so na naših podatkih določili 11029 genskih 
modelov, torej slabih 2000 več. Razlike med velikostmi proteoma lahko pripišemo različni 
metodologiji definiranja genskih modelov, izbiri mejnih vrednosti ter razpoložljivih 
transkriptomskih podatkov. Je pa zanimivo, da so Shi-Kunne in sod. (2018) pri 
rekonstrukciji genomov osmih prednikov vrst Verticillium ocenili število genov med 7268 
in 10800, ocena števila genov v ancestralnem genomu V. dahliae sevov JR2 in VdLs.17, za 
katere so na razplogo najpopolnejši genomski podatki, pa je znašala 9165 in 9250 genov. V 
luči gornjih napovedi števila proteinskih genov v genomih vrst Verticillium lahko 
predpostavimo, da je naša napoved 9269 genov za V. nonalfalfae v okviru pričakovanih 
vrednosti. Vendar vseeno obstaja možnost, da smo našo raziskavo izvedli na proteomu, ki 
ni zajemal vseh proteinov in se posledično določene lastnosti proteoma in sekretoma glive 
V. nonalfalfae izgubijo.  
 
Od 9269 proteinov jih 944 predstavlja in silico sekretom, kar pomeni 10,2 % proteoma. 
Delež sekretoma glive V. nonalfalfae (glede na proteom) je primerljiv z ostalimi 
hemibiotrofnimi rastlinskimi patogeni (2,9‒12,1 % proteoma, v povprečju 7,4 %) ter tudi z 
ostalimi glivami poddebla Pezizomycotina (3,7‒12,1 % proteoma, v povprečju 7,3 %) 
(Krijger in sod., 2014). Prav tako je primeljiv delež med z orodji napovedanimi in empirično 
dokazanimi sekretornimi proteini, saj Min (2010) poroča o 83,4 % uspešnosti napovedi 
sekretornih proteinov pri glivah ob uporabi programov SignalP, WoLF PSORT, Phobius, mi 
smo pa z uporabo podobnega pristopa potrdili 81,3 % (74) proteinov od eksperimentalno 
določenih 91 proteinov v proteomski študiji (Mandelc in Javornik, 2015). Predvidevamo, da 
z našim bioinformacijskim postopkom nismo zajeli okoli 15 % sekretornih proteinov in s 
tem tudi kandidatnih sekretornih efektorskih proteinov (angl. candidate secreted effector 
proteins, CSEPs). 
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Na podlagi Blast2GO in Superfamily rezultatov lahko zaključimo, da je sekretom glive V. 
nonalfalfae obogaten z encimi, ki razgrajujejo ogljikove hidrate (33 %), s proteazami (11 
%), z lipazami/kutinazami (4,6 %) in z oksidoreduktazami (4 %), kar odraža prehranjevalni 
življenjski slog kot hemibiotrofna gliva (Kubicek in sod., 2014) in kot rastlinski patogen 
prevodnega sistema (Klosterman in sod., 2011). O podobnih rezultatih sta poročala že 
Mandelc in Javornik (2015).  
 
Hemibiotrofne, nekrotrofne in saprofitne glive kodirajo v svojem genomu večje število 
encimov, ki razkrajajo celično steno rastlin (angl. cell wall-degrading enzyme, CWDE), v 
primerjavi z biotrofnimi glivami (Lo Presti in sod., 2015), kar velja tudi za glivo V. 
nonalfalfae (Preglednica 10). Vendar morajo hemibiotrofi zaradi svojega življenjskega stila 
imeti še dobro uravnano ekspresijo CWDE, da v biotrofni fazi ne poškodujejo rastlin. O 
obogatenih CWDE poročajo tudi v genomih V. alfalfae, V. longisporum in V. dahliae 
(Klosterman in sod., 2011; Siedl in sod., 2015). Najpomembnejše skupine encimov med 
CWDE so pektinaze, ksilanaze, celulaze, glukanaze, proteaze, kutinaze in lipaze (di Pietro 
in sod., 2009), ki poleg življenjskega sloga omogočajo tudi kolonizacijo gostiteljskih rastlin 
in so obogatene v našem sekretomu. Najverjetneje sodelujejo pri penetraciji v korenine do 
ksilema, kasneje sodelujejo pri razgradnji kaloz, tiloz in gelov v žilah, ki se naložijo kot 
rastlinski odziv na napad, z njimi pridobivajo hranilne snovi ter razkrajajo mrtvo rastlinsko 
tkivno in tako sprostijo širitev trajnih struktur glive (Houterman in sod., 2009; Klosterman 
in sod., 2011, Yadeta in Thomma, 2013). CWDE lahko igrajo poleg svoje osnovne vloge 
tudi vlogo efektorja. Tak primer je protein družine 1 modulov za vezavo ogljikovih hidratov 
CBM1 (angl, carbohydrate-binding module, CBM) glive V. dahliae, ki lahko zavre z 
glikozid hidrolazo 12 sproženo imunost v rastlinah (Gui in sod., 2017). Število glikozid, 
hidrolaz in polisaharid liaz v proteomu glive V. nonalfalfae je zelo primerljiv z njihovim 
številom v proteomu gliv V. dahliae ali V. alfalfae (Klosterman in sod., 2011), kar je 
razvidno iz Preglednice 10, vendar je glikozil transferaz od 101 napovedanih v proteomu 
glive V. nonalfalfae le 5 sekretornih. Zanimivo je, da je v proteomu V. nonalfalfae skoraj 
dvakrat toliko estaraz ogljikovih hidratov kot v proteomu gliv V. dahliae ali V. alfalfae 
(Klosterman in sod., 2011). Ta razlika se potem, ko jo normaliziramo na velikost sekretoma, 
izgubi. 
 
Sekretom glive V. nonalfalfae je obogaten tudi z različnimi peptidazami. Le-te zelo verjetno 
sodelujejo pri pridobivanju aminokislin kot hranila in pri razgradnji rastlinskih encimov, na 
primer hitinaz, ki jih rastline izločajo kot imunski odgovor (Jashni in sod., 2015). S 
programom Superfamily smo napovedali 72, z MEROPS pa 108 peptidaz v sekretomu naše 
glive. MEROPS analiza razdeli peptidaze na serinske, metalopeptidaze, asparaginske, 
cisteinske, treoninske in ostale neznane peptidaze (Rawlings in sod., 2016). Na podlagi te 
petidazne analize sekretomov drugih vrst rodu Verticillium smo ugotovili, da so peptidaze 
razporejene podobno med V. nonalfalfae, V. alfafae in V. longisporum (razmerje med 
določenimi peptidazami in sekretomom), vendar ima V. dahliae statistično različno višjo 
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distribucijo cisteinskih in serinskih peptidaz ter metalopeptidaz v sekretomu, kar je razvidno 
iz Slike 16 in Preglednice 11. Najbolj številčne skupine peptidaz v sekretomu po MEROPS 
analizi predstavljajo serinske peptidaze S09 (prolil oligopeptidaze), ki so pomembne za 
razgradnjo biološko aktivnih peptidov (Rawlings in sod., 2016). Naslednja najštevilčnejša 
skupina sekretoma so serinske peptidaze S08A (subtilizin), za katere je znano, da imajo 
potencialno vlogo pri patogenosti in da so vpleteni v razgradnjo celične stene rastlinskih 
patogenov, saj so glikoproteini, bogati z hidroksiprolinom, tarče teh peptidaz (Ohm in sod., 
2012). Naslednja skupina sekretoma so asparaginske peptidaze A01A (pepsin A), od katerih 
se pričakuje, da učinkovito cepijo proteine s kislim optimumom, torej delujejo tudi v 
negostoljubnih okoljih zunajceličnega matriksa (Ohm in sod., 2012). Nenazadnje spada tudi 
skupina metalopeptidaz M14A (karboksipeptidaze A1) med številčnejše MEROPS skupine 
sekretoma, ki so povezane z virulenco patogenov (Huang in sod., 2017). MEROPS napove 
44 in planta izraženih serinskih peptidaz, 27 metalopeptidaz, 12 asparaginskih peptidaz, 2 
cistein peptidazi in eno treoninsko peptidazo glive V. nonalfalfae, ki vršijo svoje naloge med 
okuževanjem hmelja. 
 
O prisotnosti velikega števila kutinaz, lipaz in fosfolipaz sta že poročala Mandelc in Javornik 
(2015) v sekretomu glive V. nonalfalfae. Lipaze so ključnega pomena pri različnih 
rastlinskih patogenih glivah, saj s katalizo esterskih vezi polimerov maščobnih kislin 
omogočajo penetracijo skozi kutikulo (Ohm in sod., 2012). Poleg tega igrajo tudi pomembno 
vlogo v interakciji med patogenom in gostiteljsko rastlino, saj prispevajo signalne lipide in 
tako modulirajo imunski odziv rastline (Shah, 2014). Kutinaze imajo v veliki meri 
kontroverzno vlogo, vendar so v nekaterih primerih pokazali povezavo med kutinazami in 
signalizacijo ter pritrditvijo spor, z razgradnjo rastlinske kutikule med penetracijo in z 
zaviranjem nalaganja kaloze (Ohm in sod., 2012; Serrano in sod., 2014; Blümke in sod., 
2014). 
 
Naslednja skupina obogatenih encimov v proteomu glive V. nonalfalfae so oksidoreduktaze, 
velika družina proteinov, ki katalizirajo prenos elektronov med molekulami in so tako 
vpletene v zelo različne procese (Heard in sod., 2015). Podrobneje je bila ta encimska 
skupina obogatena z od FAD odvisnimi oksidoreduktazami in GMC okisdoreduktazami, kar 
je bilo že prej pokazano v raziskavi Mandelc in Javornik (2015). FAD odvisne oksidaze 
uporabljajo FAD kot kofaktor in so večinoma od kisika odvisne oksidoreduktaze. V glivah 
so ti encimi vključeni v številne procese, vključno s tvorbo in stabilnostjo spor, v obrambnih 
in virulentnih mehanizmih ter pri pigmentaciji, predvsem pri proizvodnji melanina (Heard 
in sod., 2015). GMC oksidoreduktaze, torej glukoza-metanol-holin oksidoreduktaze, 
nevtralizirajo reaktivne kisikove spojine (ROS), ki jih kot odgovor izločajo rastline (Heard 
in sod., 2015; Williams in sod., 2011). Primer je metionin sulfoksid reduktaza MsrA 
bakterije Erwinia chrysanthemi, ki odstranjuje H2O2 (Hassouni in sod., 1999). O 
obogatenosti sekretomov z oksidoredutazami poročajo tudi za glive S. sclerotiorum, B. 
Marton K. In silico določitev in mutacijska analiza ... efektorjev ... glive Verticillium albo-atrum. 




cinerea, F. oxysporum ter Z tritici in pri Dotidiomicetah, kjer vplivajo na redoks ravnotežje 
glive ali gostitelja (Heard in sod., 2015). 
 
V sekretomu glive V. nonafalfae smo za 16 različnih efektor specifičnih PFAM domen 
določili 66 rezultatov, kar je razvidno iz Preglednice 12 (Saunders in sod., 2012; Guyon in 
sod., 2014; Heard in sod., 2015). Mednje spada kalcineurinu podobna fosfoesteraza 
(PF00149), ki je napovedana šestim proteinom sekretoma V. nonalfalfae, ki se izražajo in 
planta. To domeno najdemo večinoma v različnih fosfoesterazah (Aravind in Koonin, 1998).  
 
Naslednja efektor specifična proteinska domena je ceratoplatanin (PF07249), ki je bila 
napovedana dvema proteinoma našega sekretoma, vendar se in planta izraža samo eden. 
Ceratoplataninska proteinska družina vsebuje fitotoksine, kot je ceratoplatanin glive 
Ceratosistis platani, in je vpletena v interakcije med gostiteljem in patogenom in povzroča 
nekrozo celic rastlin (Heard in sod., 2015; Guyon in sod., 2014; Dabrowski-Tumanski in 
Sulkowska, 2017). Domena litične transglikozilaze (PF03330) zavzema dvojni-psi beta-
sodček tip zavoja, ki je prisoten tudi pri ceratoplataninu, je tudi fitotoksin (Saunders in sod., 
2012). Takih proteinov imamo v sekretomu 3, ki se tudi izražajo in planta. Naslednja 
domena, ki je značilna za efektorje, je CVNH (PF08881), domena homologov na cianovirin-
N, ki je vpletena v indukcijo celične smrti gostitelja (Guyon in sod., 2014). V našem 
sekretomu sta dva proteina s to domeno, vendar se noben ne izraža in planta. Beta-trifoil 
lektinska domena rincinskega tipa (PF00652) je tipičen ricinu-podoben toksin in se pojavi v 
našem skeretomu pri 2 proteinih, ki se oba tudi izražata in planta (Guyon in sod., 2014).  
 
CFEM domena (PF05730) je specifična glivna domena, ki je bogata s cisteinom in je 
povezana z glivno patogenezo (Saunders in sod., 2012; Guyon in sod., 2014; Heard in sod., 
2015; Nasser in sod., 2016). V našem sekretomu je bila zastopana v največjem številu, in 
sicer to domeno vsebuje 13 proteinov sekretoma, od katerih se 11 izraža tudi in planta. 
CFEM domeni je podobna tudi s cisteinom bogata sekretorna proteinska družina (PF00188), 
ki je sicer serinska proteaza, lahko pa ima vlogo proteaznega inhibitorja, regulatorja ionskih 
kanalov pri celični adheziji in je povezana s patogenezo (Saunders in sod., 2012). Takih 
proteinov najdemo v našem sekretomu 4, od katerih se 3 izražajo tudi in planta. Serin treonin 
bogata glikozil-fosfatidil-inozitol-sidrna membranska družina (PF10342) predstavlja MAP 
kinazo, ki regulira celično diferenciacijo med razvojem glive Lentinula edodes (Saunders in 
sod., 2012). Takih proteinov je napovedanih v našem sekretomu 4, od katerih se trije izražajo 
tudi in planta. Glivni hidrofobini (PF06766) so proteini z nizko molekulsko maso in z 
velikim deležom cisteinskih ostankov ter so vpleteni v interakcije med glivami in rastlinami 
(Sperschneider in sod., 2016), v sekretomu glive V. nonalfalfae so in planta izraženi 4 
proteini s to domeno, podobno kot pri glivi Dothistroma septosporum, vendar manj kot v 
glivi C. fulvum, ki jih kodira 11 (de Wit in sod., 2012; Deng in sod., 2017). Za hidrofobin 
tipa II VDH1 glive V. dahliae so Klimes in sod. (2006) dokazali vlogo v razvoju 
mikrosklerocija, vendar ta ni bil nujen za patogenost glive. PAN-1 domena (PF00024) je 
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tudi bogata s cinsteinskimi ostanki, saj tvori vsaj 3 bisulfidne mostičke. Domeno najdemo v 
različnih proteinih, včasih posreduje pri protein-protein interakcijah ali pri interakcijah 
ogljikovih hidratov in proteinov (Mesarich in sod., 2015). Protein s to domeno je v našem 
sekretomu en sam, ki se hkrati tudi izraža in planta. Taumatinska domena (PF00314) je 
največkrat prisotna v rastlinah kot protiglivna učinkovina. Proteini, ki spadajo v to družino, 
so vpleteni v proces odpornosti in odziva na stres v rastlinah, vendar točnega mehanizma ne 
poznamo. V rastlinah bi lahko bil tak protein povezan s protein kinazno domeno, kjer deluje 
kot receptorju podobna kinaza med procesi obrambe proti patogenu. Tak protein v glivi 
lahko spreminja prej opisano rastlinsko signalno pot in vpliva na imuske odzive rastlin 
(Sauders in sod., 2012). En sam tak protein se nahaja v sekretomu naše glive in se izraža in 
planta. 
 
Med efektor specifične domene spada LysM domena (PF01476), ki veže hitin in tako 
povzroči, da ga rastlina ne more zaznati kot PAMP in posledično ne sproži imunskega 
odziva. Genskih modelov z napovedanimi LysM domenami je v našem sekretomu 9, od 
katerih se izraža in planta 6, in so navedeni v Preglednici 13. V glivi V. dahliae so prvotno 
napovedali tudi 9 LysM proteinov (de Jonge in sod., 2013; Kosterman in sod., 2009; 
Kombrink in sod., 2017). Kombrink in sod. (2017) so ponovno revidirali LysM proteine 
glive V. dahliae ‒ izločili so tiste, ki so imele napačno postavljen genski model, ki niso bili 
apoplastni ter ki so imeli premalo LysM domen. Po uporabi orodja ApoplastP (Sperschnider 
in sod., 2017b) smo določili, da geni Vna2.73, Vna2.98, Vna2.980 in Vna9.506 niso 
apoplastni, torej najbrž niso pravi LysM proteini. Geni Vna2.980, Vna9.506 in Vna9.510, ki 
imejo napovedano še glikozid hidrolazno aktivnost najbrž tudi niso LysM efektorji. Genski 
model Vna2.73 ima veliko napovedanih domen, ki so povezane s transporterjem molekul na 
ATP vezavno kaseto, torej ta genski model tudi ne izraža tipičenga LysM proteina. Prav tako 
ni LysM protein produkt genskega modela Vna2.98, ki ima napovedanih veliko domen, ki 
so povezane z vezavo na nukleotide. Tako nam ostanejo 4 pravi LysM proteini v sekretomu 
glive V. nonalfalfae: Vna2.979, Vna8.102, Vna9.508 in Vna9.504. Kombrink in sod. (2017) 
so določili 3 jedrne LysM proteine. Gen Vna2.979 je ortolog VDAG_00902, jedrnemu LysM 
efektorju V. dahliae. Drug jedrni LysM efektor VDAG_04781 glive V. dahliae je ortolog 
genu Vna10.223, ki pa po naših napovedih nima signalnega peptida in ga zato ne najdemo v 
našem naboru LysM proteinov. Tretji LysM protein V. dahliae je VDAG_06998, vendar le-
ta nima ortologa v našem genomu.  
 
Podobno kot LysM domene delujejo tudi proteini za prepoznavo hitina (PF00187, PF03067), 
torej vežejo hitin in tako rastline ne morejo sprožiti svojega imunskega odziva (Guyon in 
sod., 2014; Heard in sod., 2015). Ponavadi so prisotne tudi v glikozid hidrolazah, v našem 
sekretomu pa imamo 1 protein z domeno PF00187 ter 3 z domeno PF03067. 
 
Med odmevnejše efektor specifične domene prištevamo še NLP proteine (nekrozo in etilen 
inducirajočemu proteinu 1 podobni proteini) (PFAM domene: PF05630, PF08995, 
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PF14856), ki jih imamo v sekretomu napovedanih 11 (Preglednica 14), kar je primerljivo z 
glivo V. dahliae (Zhou in sod., 2012), in planta se jih je izražalo 8. Ti so ortologi proteinom 
NLP1-9 glive V. dahliae, vendar brez VdNLP6 (Klosterman in sod., 20111), kar je razvidno 
iz Slike 17. Genski model Vna5.62, ki je homolog NLP2, se pa ne nahaja v Preglednici 14 
vseh napovedanih NLP proteinov sekretoma glive V. nonalfalfae, saj ni sekretorni protein. 
Vsi ortologi NLP se izražajo med okuževanjem hmelja z glivo V. nonalfalfae, vendar je 
najbolj izražen Vna7.239 (VdNLP9). Mehanizem toksičnega delovanja NLP proteinov so 
pred kratkim natančno opisali Lenarčič in sod. (2017). NLP-ji so sekretorni proteini, ki se 
izločajo v ekstracelularno področje gostiteljskih rastlin, kažejo citolitičen efekt na rastlinske 
celice dvokaličnic ter ciljajo rastlinsko specifične sfingolipide. NLP-jem podobna je domena 
patogenih efektorjev (PF14856), ki so domnevno nekrozo inducirajoči faktorji, torej 
inducirajo nekrozo rastlin, vsekakor pa sodelujejo v virulenci gliv. Domena patogenih 
efektorjev je določena za efektor Ecp2 glive C. fulvum (Stergiopoulos in sod., 2010). V 
našem sekretomu smo odkrili 5 proteinov s to domeno, od katerih se 3 proteini izražajo in 
planta. 
 
V sekretomu smo določili 11 proteinov, ki so kazali podobnosti na PHI kategorijo "Efektor 
(determinanta rastlinske avirulence)" ("Effector (plant avirulence determinant)"), kar je 
razvidno iz Preglednice 15. Iz dodatne datoteke 2 so razvidni rezultati za ostale kategorije 
povzročenih fenotipov, to so: povečana virulenca (3), izguba patogenosti (10), mešan izid 
(13), zmanjšana virulenca (117) in brez vpliva na patogenost (120). Tu podrobno opisujemo 
proteine s podobnostjo na efektorje podatkovne baze PHI. Proteini in planta sekretoma 
Vna2.8, Vna3.54, Vna7.246 in VnaUn.223 so homologi efektorja AVR-Pita, nevtralne cink 
metaloproteaze iz M. oryzae (Jia in sod., 2016), ki direktno interagira z NBS-LRR domeno 
in sproži imunski odziv rastline. Proteina Vna1.1274 (se izraža in planta) in Vna5.201 (se 
ne izraža in planta) pa sta podobna efektorju MgSM1 glive M. oryzae, proteinu iz Cerato-
plataninske družine (Yang in sod., 2009), ki je vpleten v patogenezo. Efektor BEC1005 glive 
B. graminis z glikozid hidrolaza 17 domeno podatkovne baze CAZy (Pliego in sod., 2013), 
ima dva ortologa, Vna4.890 in Vna7.544, v in planta sekretomu V. nonalfafae. Efektor 
BEC1019, sekretorna metaloproteaza, ki sodeluje pri tvorbi haustorije (Whigham in sod., 
2015), ima en ortolog v in planta sekretomu, in sicer Vna4.62. Efektor oomicete Phytophora 
parasitica NPP1 je NLP protein, fitotoksin, ki inducira celično smrt gostitelja (Kombrink in 
sod., 2013), in ima en ortolog v našem in planta sekretomu, to je Vna7.239. Glukanski 
inhibitorji GIP2 oomicete Phytophthora sojae inhibirajo endo-β-1,3 glukanazo, torej 
inhibirajo razgradnjo β-1,3/1,6 glukanov v celični steni patogena (Kamoun, 2009). V našem 
sekretomu ima enega ortologa, Vna6.114, ki se pa ne izraža in planta.  
 
Genski modeli sekretoma V. nonalfalfae z efektor specifičnimi PFAM domenami in 
podobnostmi z efektorji iz PHI podatkovne zbirke predstavljajo bogat vir potencialnih 
viulenčnih molekul V. nonalfalfae in so na razpolago za prihodnje funkcijske analize.  
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5.2 IDENTIFICIRANE CSEP GLIVE V. nonalfalfae BREZ ENCIMSKIH LASTNOSTI 
 
Večina že odkritih in opisanih efektorjev rastlinskih patogenov so kratki proteini brez 
proteinskih domen ali pa imajo efektor specifične domene. V našem delu smo se tako 
osredotočili na CSEP brez proteinskih domen. Pogosto jih opišemo kot majhne sekretone 
proteine (SSP), bogate s cisteinskimi ostanki, s katerimi se stabilizira proteinska struktura. 
Glede dolžine in cisteinskih ostankov efektorskih proteinov je v literaturi več mnenj. 
Saunders in sod. (2012) govorijo o SSP kot o proteinih, ki so krajši od 150 aminokislin in 
imajo več kot 3 % cisteinov, kar ustreza 33 proteinom našega in silico sekretoma. Gan in 
sodelavci (2013) jih definirajo kot proteini, krajši od 300 aminokislin z več kot 3 % 
cisteinskih ostankov, kar predstavlja 109 proteinov sekretoma V. nonalfalfae. Ma in 
sodelavci (2010) so uporabili mejo 200 aminokislin in več kot 4 % cisteinskih ostankov, 
čemur ustreza v našem primeru 45 proteinov. Malo bolj ohlapno definicijo so uporabili 
Klosterman in sodelavci (2011), kjer so se omejili na manj kot 400 aminokislin in več kot 4 
cisteinske ostanke. Takih proteinov imamo v vnašem sekretomu 346, Klosterman in sod. 
(2011) pa poročajo o veliko manjšem številu teh proteinov v sekretomu gliv V. dahliae in V. 
alfalfae (127, 119). Krijger in sod. (2014) so uvedli dodatno definicijo: SSP predstavljajo 
proteini, ki so krajši od 300 aminoksilin, kar predstavlja 310 (32,8 %) proteinov v sekretomu 
glive V. nonalfalfae, in SSCP (majhni sekretorni, s cisteinom bogati proteini) so proteini, 
krajši od 300 aminokislin z več kot 5 % cisteinskih ostankov ter hkrati več kot 4 cisteinskimi 
ostanki, kar predstavlja 46 (4,9 %) proteinov v našem sekretomu. V nedavni študiji so Kim 
in sod. (2016) pregledali SSP dolžine  300 aminokislinskih ostankov med 136 glivnimi 
vrstami in so jih primerjali na podlagi taksonomske uvrstitve in življenjskega stila. Ugotovili 
so, da imajo v povprečju hemibiotrofi in nekrotrofi več sekretornih encimov, medtem ko 
imajo biotrofi, simbionti in nekateri hemibiotrofi večje število SSP, kar povezujejo s sočasno 
evolucijo razvoja efektorjev in njihovih gostiteljev. Med drugimi so v glivah V. albo-atrum 
in V. dahliae odkrili 13 oziroma 19 vrstno specifičnih SSP oziroma 19, vendar pri glivi V. 
nonalfalfae nismo določili nobenega vrstno specifičnega SSP. To je najverjetneje povezano 
s tem, da se v podatkovne zbirke odlaga vedno več podatkov in je posledično tudi vedno več 
nukleotidnih zaporedij, ki imajo potencialno podobnost na analizirane gene. 
 
Pri pregledu 71 že potrjenih efektorjev fitopatogenih gliv iz literature smo pokazali, da je 
zelo malo takih efektorjev, ki bi imeli vse tipične lastnosti, opisane v literaturi (signalni 
peptid, prisotnost efektor specifičnih PFAM domen ali odsotnost PFAM domen, velikost 
proteina, delež cisteinskih ostankov, prisotnost specifičnih motivov). Iz Slike 18 vidimo, da 
ima velika večina efektorjev signalni peptid (93,0 %), vendar so tudi taki, ki imajo 
alternativen način sekrecije (Giraldo in Valent, 2013). Druga zelo pomembna lastnost je 
PFAM domena, torej prisotnost efektor specifične domene ali odsotnost domene, saj smo jih 
določili pri 91,5 % potrjenih efektorjev. Vseeno obstajajo izjeme, ki imajo druge PFAM 
domene, ki niso efektor specifične. Deljeno mnenje glede števila aminokislinskih ostankov 
in deleža citeinskih ostankov je opisano že zgoraj, vendar se je dolžina efektorskega proteina 
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izkazala za pomembno lastnost, saj je bilo 91,5 % pregledanih efektorjev krajših od 300 
aminokislin. Vsebnost vsaj 3 % cisteinskih ostankov v proteinskem zaporedju krajših od 300 
aminokislin je bila značilna za 85,9 %, torej je tudi pomembna lastnost efektorjev, kar so 
potrdili tudi Sperschneider in sod. (2016). Prisotnost aminokislinskih motivov, ki so značilne 
za oomicete ([YFW]xC, [LI]xAR, RxLR ali G[IFY][ALST]R) (Doehlemann in sod., 2011; 
Selin in sod., 2016; Yoshida in sod., 2009), ni ključnega pomena za glivne efektorje, saj je 
bila prisotna le v 32,4 % analiziranih efektorjev. Na osnovi te analize lahko postavimo našo 
definicijo glivnega efektorja:  
- prisotnost signalnega peptida,  
- prisotnost efektor specifične PFAM domene oz. odsotnost drugih PFAM domen,  
- dolžina proteina je manjša od 300 aminokislin, 
- cisteinskih ostankov v proteinih do 300 aminokislin mora biti vsaj 3 %, 
- efektorji so brez specifičnih aminokislinskih motivov. 
 
Zgornje parametre smo v grobem upoštevali tudi pri izbiri CSEP v sekretomu V. nonalfalfae. 
Seveda pa lahko brez pozornosti na posebnosti posameznih efektorskih molekul zgrešimo 
nekatere CSEP, ker ima vsak model in postopek določene pomanjkljivosti. Poleg 
bioinformacijskih podatkov smo se pri izbiri CSEP v sekretomu V. nonalfalfae oprli na in 
planta ekspresijo glivnih molekul kot eno najpomembnejših lastnosti za določanje efektorjev 
(Stergiopoulos in de Wit, 2009). Razpolagali smo s podatki transkriptomske študije 
okuženega hmelja, kjer se je primarno obravnaval odziv hmelja na okužbo z V. nonalfalfae 
(Progar, neobljavljeni podatki), vendar smo lahko iz eksperimentalnih podatkov odčitali tudi 
ekspresijo glivnih transkriptov v 16 različnih pogojih interakcije genotipov hmelja z glivo 
V. nonalfalfae. Ta eksperiment nam je služil za grobo oceno in planta ekspresije V. 
nonalfalfae transkriptov, ker smo upoštevali kot in planta izražen glivni gen z CPM > 1 vsaj 
pri enem pogoju od šestnajstih analiziranih.  
 
Iz nabora in planta izraženih CSEP smo najprej izločili proteine z encimatskimi lastnostmi 
z napovedanimi podobnostmi na podatkovno zbirko CAZy, ohranili pa proteine z 
napovedanimi CBM domenami. V naslednjem koraku smo odstranili genske modele, ki so 
imele efektor nespecifične PFAM domene, torej smo ohranili genske modele s prisotnostjo 
efektor specifičnih PFAM domen in genske modele brez PFAM domen. Tako smo 
identificirali 263 kandidatnih sekretornih efektorskih proteinov, kar predstavlja 2,8 % 
proteoma in je primerljivo s številom CSEP glive Colletotrichium higginsianum (2,3 %) 
(Ohm in sod., 2012).  
 
Poleg efektor specifičnih PFAM domen so se v naboru CSEP v največjem številu pojavljale 
domene, ki so bile povezane s šaperonsko funkcijo (nadskupina PFAM domen: CL0023), ki 
imajo vlogo pri vezavi šaperonov v primerih vzpostavljanja ravnotežja endoplazmatskega 
retikulumu po stresu (Lo Presti in sod., 2016). 
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Naslednja zelo pogosta proteinska struktura med CSEP-i je beta-propeler (nadskupina 
PFAM domen: CL0186), ki se nahaja v proteinu SSITL glive S. sclerotiorum. SSITL je 
efektor, ki inhibira jasmonsko in etilensko signalno pot rastline in je tako ključnega pomena 
za virulenco glive (Zhu in sod., 2013). Kljub temu da smo odstranili proteine s CAZy 
encimskimi aktivnosti, so poleg efektor specifičnih PFAM domen pogoste različne hidrolaze 
(nadskupina PFAM domen: CL0028), kar v sekretomu, obogatenim z različnimi 
hidrolazami, niti ne preseneča. 
 
V naboru CSEP smo določili 4 proteine, ki so kazali podobnost s kategorijo efektorji v 
podatkovni zbirki PHI: Vna1.1274 (MgSM1), Vna2.8 (Avr-Pita), Vna3.54 (Avr-Pita) in 
Vna7.329 (NPP1). Ostale kategorije so imele različno število ortologov: v kategoriji 
˝Zmanjšana virulenca˝ je bilo 11 proteinov in v kategoriji ˝Nespremenjena patogenost˝ 4 
proteini. Ostali CSEP (242,92 %) so bili po BLAST rezultatih hipotetični, napovedani ali 
ohranjeni hipotetični proteini, brez funkcijske anotacije. Za nadaljnjo analizo oziroma 
karakterizacijo CSEP smo iz 263 kandidatov izbrali prioritetne CSEP za ponovno oceno in 
planta ekspresijskih vzorcev.  
 
Prioritetne CSEP smo določili tako, da smo najprej rangirali za nas najpomembnejše 
lastnosti po vrstnem redu (RNA-Seq podatki glive gojene na ksilem simulirajoče mediju, 
genski modeli, ki niso kazali nobene podrobnosti z že znanimi proteini, prisotnost genskega 
modela na letalno specifični regiji izolata T2, krajši proteini od 150 aminokislin z več kot 3 
% cisteinskih ostankov, podobnost na PHI podatkovno bazo). Nato smo rangirali še CSEP ‒ 
oceno genskih modelov smo obtežili in 44 najbolje rangiranim genskim modelom določili 
ekspresijske vzorce na združenih vzorcih s RT-qPCR. Z analizo združenih vzorcev korenin 
hmelja obeh genotipov po časovnih točkah in z oceno povprečne ekspresije smo sicer 
izgubili pomembne podatke o ekspresiji glivnih transkriptov v posameznih časovnih točkah, 
vendar so nam rezultati služili za izbor manjšega števila najvišje izraženih genov za 
nadaljnjo analizo. Med 44 prednostnimi CSEP je še vedno ostal protein Vna1.1274, ki je 
kazal podobnost na efektor MgSM1 podatkovne zbirke PHI, ki sproži hipersenzitivni odziv 
v rastlinah riža, ter proteina Vna4.130 in VnaUn.279, ki kažeta podobnost proteinom iz 
kategorije ˝Zmanjšana virulenca˝, EMP1 in LAEA. 
 
Najvišjo ekspresijo so imeli geni VnaSSP4.2, Vna7.443, Vna8.691 in Vna5.694, kar je 
razvidno iz Preglednice 16. Za gen VnaSSP4.2 je bila že predhodno pokazana visoka in 
planta ekspresija kot tudi vpletenost v virulenco glive V. nonalfafae (Flajšman in sod., 2016), 
zato smo za ostale gene najprej natančneje določili in planta ekspresijo v RT-qPCR 
eksperimentu z vzorčenjem v treh časovnih točkah po okužbi, dveh genotipih in dveh tkivih 
ter z biološkimi ponovitvami. Pri genih Vna7.443, Vna8.691 in Vna5.694 smo izmerili zelo 
visoke in planta ekspresije, posebno v zgodnjih točkah po okužbi (6 dpi) v koreninah, 
predvsem pri občutljivem kultivarju hmelja. Gena Vna1.565 in Vna8.133 smo izbrali ročno 
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zato, da preverimo vpletenost manj izraženih genov v virulenco. Nizko ekspresijo imata v 
odpornem kultivarju hmelja, v Wye Targetu.  
 
Z biološkimi ponovitvami smo določili tudi ekspresijo genom VnaUn.279 in Vna4.761, ki 
sta specifična le za letalni patotip glive V. nonalfafae. Predvsem zanimiva je podobnost med 
ekspresijskimi vzorci genov VnaSSP4.2, VnaUn.279 in Vna4.761, saj sta gena VnaSSP4.2, 
VnaUn.279 že potrjena kot efektorja glive V. nonalfafae (Flajšman, 2016). 
 
Eden od do sedaj najboljših efektorskih kandidatov glive V. nonalfalfae po našem izboru je 
gen VnaSSP4.2, ki je bil nedavno potrjen kot efektor (Flajšman in sod., 2016) in ni predmet 
te doktorske disertacije. Je majhen sekretorni protein, ki kaže podobnost na gen 
VDBG_05080 glive V. alfalfae VaMs.102 (99 % pokritost, 95 % identičnost) in je specifičen 
za VaMs.102, izolat T2 glive V. nonalfalfae in za določene izolate V. dahliae. Kodira 
majhen, bazičen (pH = 8,5) protein velikosti 14,1 kDa, ki je imel izjemno visoko ekspresijo 
v ksilemskem soku okuženega neodpornega kutivarja hmelja, ne pa v neodpornem 
kultivarju. Šteje 129 aminokislin, njegovo strukturo pa jačata dva cisteinska ostanka. 
 
Drug določen virulentni dejavnik glive V. nonalfalfae je VnaUn.279 (Flajšman, 2016; 
Marton in sod., 2018). Njegova ekspresija med gojenjem na ksilem simulirajočem gojišču 
je izjemno visoka. Največjo podobnost kaže s proteinom VDAG_04921 glive V. dahliae, 
ortologe pa ima po celem kraljestvu gliv, kljub temu da je specifičen le za letalen patotip T2 
izolata V. nonalfafae, ne pa tudi za blag patotip. Glede na PHI podatkovno bazo kaže 
podobnost na LAEA protein (s 44 % pokritostjo in 0,000001 e-vrednostjo) glive Aspergillus 
fumigatus, čigar fenotip kaže empirično določeno zmanjšano virulenco. Kodirajoč protein je 
predvidoma 92 aminokislin dolg in približno 9,9 kDa težek kisel protein (pH = 4,33), ki 
vsebuje signalni peptid, a je brez cisteinskih ostankov. S temi karakteristikami spada pod 
majhne sekretorne proteine. Zanimivo je, ker ga program EffectorP ni napovedal. 
 
Izbor CSEP smo izvedli že v začetku leta 2015. Od tega obdobja do danes se je pojavilo 
nekaj novih orodij, poleg tega pa smo v vmesnem času analizirali tudi več lastnih podatkov 
in bi lahko nadgradili izbor CESP. Prva pomanjkljivost obstoječega izbora je odstranitev 
genskih modelov, ki vsebujejo efektor nespecifične PFAM domene, saj lahko na ta način 
odstranimo tudi efektorje z domenami, ki bi lahko bile vključene v patogenezo, vendar še 
niso opisane v literaturi. Na primer pri analizi 71 efektorskih proteinov jih je 8,5 % imelo 
efektor nespecifične PFAM domene. Pri novem izboru bi torej odstranili genske modele, ki 
imajo napovedano kakšno od encimskih CAZy domen in bi izbor nadaljevali s 511 kandidati. 
Drugo, kar bi spremenili v izboru kandidatov, je njihovo rangiranje, ker bi uporabili nov 
razvit program EffectorP (Sperschnider in sod., 2016), to je orodje, ki temelji na strojnem 
učenju že potrjenih efektorjev, ter uporabili kvantitativne RNA-Seq podatke ekspresije 
genov glive V. nonalfalfae v hmelju, torej podatke, ki so nam služili že pri obstoječem 
izboru, vendar le kot indikator izražanja glivnih transkriptov in planta. Uporabo EffectorP 
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orodja v kombinaciji z in planta izraženostjo genov svetujejo tudi Sperschnider in sod. 
(2016). Izbor CSEP bi tako lahko izvedli po sledečem zaporedju: 
- Genski modeli glive V. nonalfalfae, ki se izražajo in planta med okuževanjem hmelja 
(Dodatna datoteka 1, Progar, neobjavljeni rezultati). 
- Napovedana vloga efektorja z orodjem EffectorP. 
- Prisotnost genskega modela v letalnem patotipu glive V. nonalfalfae (Jakše in sod., 
2018). 
- Prisotnost efektor specifičnih PFAM domen ali odsotnost PFAM domene. 
- Podobnost na proteine podatkovne baze PHI. 
 
Izbor CSEP po zgornji shemi z rangiranjem smo ponovili na 511 genskih modelih sekretoma 
brez CAZy encimov. Izkazalo se je, da se trije prvotno izbrani kandidati (Vna7.443, 
Vna8.691, Vna5.694), ki smo jih vključili v mutacijsko analizo, uvrščajo med prvih deset 
kandidatov, gena Vna8.133 in Vna1.565 pa zavzemata nekje 19. in 50. mesto od 511 
kandidatov. Izkazalo se je tudi, da odstranitev genskih modelov z efektor nespecifičnimi 
PFAM domenami ne vpliva bistveno na izbor kandidatov, torej bi lahko ta pogoj opustili. 
Posebej je zanimivo, da se v obeh izborih CSEP visoko uvrščajo tudi genski modeli, 
VnaUn.279, VnaSSP4.2 in Vna8.213, ki jih je naša skupina izbrala za mutacijsko analizo na 
osnovi drugih kriterijev (Flajšman, 2016). Za prva dva genska modela je test patogenosti 
pokazal, da so delecijski mutanti povzročili zmanjšanje virulence, pri tretjem genu pa zaradi 
funkcionalne redundance tega nismo opazili (Flajšman, 2016). Na podlagi novega izbora je 
bilo določenih še nekaj genskih modelov, ki bi lahko bili zanimivi za nadaljnje analize. To 




Slika 29: Presek med efektorji, določenimi z EffectorP orodjem in med našim izborom kandidatnih 
efektorjev CSEP (angl. candidate secreted effector proteins). 
Figure 29: Cross-section between the effectors determined by the EffectorP tool and our selection of 
CSEP (candidate secreted effector proteins). 
 
Kasneje smo sekretom analizirali še z orodjem EffectorP, ki je izmed naših 263 CSEP določil 
69 proteinov z efektorsko vlogo, kar predstavlja 26,2 % izbora CSEP in je vidno iz Slike 29. 
V preostalem sekretomu je napovedal še 83 proteinov z efektorsko vlogo, torej skupaj 152 
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proteinov. Sperschneider in sod. (2016) so pri glivi B. graminis določili 301 efektorjev, pri 
glivi Puccinia graminis f. sp. tritici 846 ter pri glivi Melampsora larici-populina 752 
efektorjev, kar je veliko več kot v našem primeru. Sperschneider in sod., (2016) poročajo 
tudi o 17,2 % napačno pozitivnih, torej je dejanskih efektorskih proteinov nekje 57. Vendar 
lahko ob upoštevanju RNA-Seq in planta podatkov napačno pozitivne eliminiramo. 
 
5.3 VPLIVI KANDIDATNIH SEKRETORNIH EFEKTORSKIH PROTEINOV NA 
VIRULENCO GLIVE V. nonalfalfae 
 
Za ugotavljanje biološke vloge izbranih CESP v patogenezi glive V. nonalfalfae smo 
uporabili mutacijsko analizo s testiranjem mutantov na gostiteljski rastlini. Za pripravo 
delecijskih mutantov smo izbrali šest genov: Vna7.443, Vna8.691, Vna5.694, Vna4.761, 
Vna1.565 in Vna8.133. Prve tri smo izbrali na podlagi visoke ekspresije genov in planta. 
Gen Vna4.761 smo izbrali zato, ker se nahaja na letalno specifični regiji letalnih patotipov 
glive V. nonalfalfae in bi lahko bil zanimiv pri interpretaciji povečane virulence letalnih 
patotipov v primerjavi z blagimi patotipi V. nonalfalfae. Gena Vna1.565 in Vna8.133, ki sta 
imela nizko povprečno ekspresijo smo izbrali ročno z namenom ugotavljanja vpletenosti v 
virulenco pri nižje izraženih genih. Uspešno smo pripravili delecijske mutante petih genov: 
Vna7.443, Vna8.691, Vna5.694, Vna1.565 in Vna8.133. Delecijski mutant za gen Vna4.761 
ni uspel, najverjetneje zaradi treh kopij gena v genomu V. nonalfalfae. Rekombinacija z 
ATMT hkrati na več mestih je namreč zelo redek pojav, vendar možen (osebni pogovor, 
Thomma in sod., 2017).  
 
5.3.1 Delecijski mutant ΔVna1.565 kaže zakasnelo virulenco 
 
Gen Vna1.565 je bil izbran za pripravo delecijskega mutanta ročno, da bi ugotovili 
vpletenost v virulenco nižje izraženih genov. Je specifičen za rod Verticillium (najdemo ga 
v V. alfalfae in V. dahliae), njegov produkt kaže največjo podobnost proteinu VDBG_03124 
glive V. alfalfae (s 100 % pokritostjo, z 98 % identičnostjo in 4 ∙ 10−174 e-vrednostjo), 
njegova napovedana dolžina šteje 117 aminoksilin z maso 12,7 kDa, z 8 cisteinskimi ostanki 
in izoelektirčno točko 7,54. Torej govorimo o tipičnem majhnem, s cisteinom bogatim 
sekretornem proteinu, o katerem nimamo nobenih dodatnih informacij, saj nima nobenih 
proteinskih domen. EffectorP napove s 100 % verjetnostjo, da je protein efektor, ApoplastP 
pa napove s 77 % verjetnostjo, da je protein apoplastni. 
 
Med delecijskimi mutanti sta v poskusu umetnega okuževanja hmelja dva neodvisna seva 
ΔVna1.565 od štirih izkazala fenotip zapoznele virulence glede na kontrolo. To pomeni, da 
se je pri dveh neodvisnih delecijskih mutantih ΔVna1.565 razvoj bolezni odvijal počasneje, 
kar je predstavljeno tudi v rezultatih na Sliki 28, saj je asimptota modela rasti DSI statistično 
značilno različnih mutantov dosegla prevoj en teden kasneje kot pozitivna kontrola. O 
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biološki variabilnost med različnimi delecijskimi mutanti je naša raziskovalna skupina že 
poročala (Flajšman in sod., 2016) tako, da smo pozorni na tovrstno variabilnost. Vsekakor 
pa ostaja dejstvo, da sta dva izolata povzročila zapoznel razvoj bolezenskih znamenj med 
umetnim okuževanjem hmelja glede na divji tip. Razloge za te razlike med štirimi mutanti 
ne moremo pripisati eksperimentalnim pogojem, saj smo okuževanje izvajali aprila, ko so 
rastline v dobri kondiciji, tako da bomo morali odgovore iskati s ponovnim preverjanjem 
delecij v mutantih in ponovitvami poskusa umetnega okuževanja. Vna1.565 izkazuje sicer 
šibkejšo povprečno in planta ekspresijo, vendar izgleda, da ga gliva potrebuje v začetni fazi 
okuževanja odpornega kultivarja hmelja Wye Target, saj je bila njegova ekspresija v prvi 
časovni točki, to je 6 dni po okuževanju, 8-krat višja kot na gojišču ½ CD. V občutljivem 
kultivarju pa ga gliva ne izraža v velikih količinah, saj je bila ekspresija podobna tistemu na 
gojišču ½ CD. V splošnem za SSCP velja, da se ob okuževanju gostitelja njihova ekspresija 
eksplozivno poveča (Meyer in sod., 2017). Izhajajoč iz tega, da protein Vna1.565 gliva 
potrebuje na začetku okuževanja, je možno, da smo zamudili čas izjemno povečane 
ekspresije pred našimi meritvami v prvi časovi točki (6 dpi). Glede na dosedanje rezultate 
ocenjujemo, da je Vna1.565 potencialni virulentni dejavnik glive V. nonalfalfae in si zasluži 
nadaljnje analize za nedvoumno potrditev njegove vloge v virulenci V. nonalfalfae. 
 
5.3.2 Delecijski mutant ΔVna8.691 kaže povečano virulenco 
 
Gen Vna8.691 je bil izbran za mutacijsko analizo, saj se tekom 18-dnevnega okuževanja 
hmelja izraža zelo visoko v glivi V. nonalfalfae. Kodirajoč protein gena Vna8.691 šteje za 
majhen sekretorni protein, saj ima napovedanih le 95 aminokislin in 9,9 kDa z izoelektrično 
točko 7,86 in seveda s signalnim peptidom ter brez cisteinskih ostankov. Tudi na podlagi 
odsotnosti proteinskih domen je tipičen majhen sekretorni protein. Največjo podobnost kaže 
na hipotetičen protein BN1708_009912 (98,7 % pokritost, 10−41 e-vrednost) glive V. 
longisporum, sicer pa ima ortologe po celotnem kraljestvu gliv. EffectorP napove s 100 % 
verjetnostjo, da je protein efektor, ApoplastP pa 54 % verjetnost, da protein ni apopalsten. 
 
Nasprotno od ΔVna1.565 sta dva neodvisna delecijska mutanta ΔVna8.691 od štirih 
pokazala fenotip povečane patogenosti. Torej to pomeni, da so se bolezenska znamenja in s 
tem DSI pojavljala prej kot pri pozitivni kontroli, kar je razvidno iz Slike 24 B. Tudi v tem 
primeru govorimo o biološki variabilnost med različnimi delecijskimi mutanti, o katerih je 
naša raziskovalna skupina že poročala (Flajšman in sod., 2016). Kakorkoli, dva mutanta sta 
vseeno kazala povečano virulenco med umetnim okuževanjem hmelja glede na divji tip. 
Podobno kot pri ΔVna1.565 je okuževanje potekalo spomladi, natančneje marca, ko so bile 
rastline v dobri kondiciji, tako da eksperimentalni pogoji ne bi smel biti razlog za razlike v 
odzivu hmelja na neodvisne mutante. Vna8.691 izkazuje izjemno visoko in planta ekspresijo 
v občutljivem kultivarju, kjer smo 6 dni po okužbi hmelja z glivo V. nonalfalfae izmerili 
900-krat višjo ekspresijo glede na glivo, gojeno na ½ CD. Visoka ekspresija uvršča 
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Vna8.691 kot dobrega efektorskega kandidata glive V. nonalfalfae, saj je to ena izmed 
najpomembnejših lastnosti efektorjev.  
 
Pojav fenotipa povečane virulence delecijskih mutantov je tipičen izid pri potrjevanju 
avirulentnih efektorjev. Namreč občutljiva sorta gostitelja nima ujemajočega gena R in zato 
ne razvije imunskega odziva, temveč kaže znake obolenja. Avirulenten efektor pa je lahko 
tudi virulenčni dejavnik v primeru, da lahko zatre imunski odziv rastline in posledično 
povzroči hujša bolezenska znamenja, ni pa nujno. Na ta način je bila potrjena vloga Avr2 
(Six3), efektorja glive F. oxysporum f. sp. lycopersicii, ki interagira z I-2 receptorjem 
paradižnika (Houterman in sod., 2009), ter vloga Ave1 efektorja glive V. dahliae, ki 
interagira z Ve receptorjem paradižnika (de Jonge in sod., 2012). Povečano virulenco in 
posledično hitrejšo rast DSI krivulj ΔVna8.691 bi torej lahko pojasnili z odsotnostjo 
pripadajočega gena R v občutljivem kultivarju hmelja Celeia. V prihodnjih študijah bi zato 
bilo potrebno z delecijskimi mutanti ΔVna8.691 okužiti tudi odporni kultivar hmelja Wye 
Target ter zasledovati eventualen imunski odziv. Druga možna razlaga za povečano 
virulenco je boljša sporulacija, saj so sevi, ki tvorijo več spor, po navadi tudi bolj virulentni 
(Fradin in Thomma, 2006) vendar je bila v našem primeru sporulacija obeh delecijskih 
mutantov s povišano virulenco nekoliko nižja kot pri divjem tipu. 
 
5.3.3 Ostali delecijski mutanti ne kažejo statistično značilnih razlik od pozitivne 
kontrole 
 
Gen Vna7.443 smo za delecijsko mutacijo izbrali zato, ker je bila njegova in planta 
ekspresija izjemno visoka. Ortologe ima po celotnem glivnem kraljestvu. Kaže podobnost 
na protein BN1708_009057 glive V. longisporum (98% pokritost, 2 ∙ 10−95 e-vrednost). Gre 
za 30,3 kDa velik protein 276 aminokislin s pH=7,59. Cisteinskih ostankov nima, je pa 
majhen sektretorni protein s signalnim peptidom, brez proteinskih domen. Njegova 
ekspresija v času pada tako v občutiljvem kot v odpornem kultivarju hmelja, vendar je višja 
v slednjem.  
 
Gen Vna5.694 je bil izbran za mutacijsko analizo, ker je izkazal visoko in planta ekspresijo 
predvsem v koreninah obeh kultivarjev. Ortologe ima po kraljestvu gliv, največjo podobnost 
pa kaže s proteinom BN1723_006784 glive V. longisporum (98 % pokritost, 95 % 
identičnost). Nukelotidno zaporedje kodira kisli protein (pH =4,23) velikosti 8,7 kDa, svojo 
stabilnost pa ohranja s kar 6 cistenskimi ostanki. S svojimi 81 aminokislinami in signalnim 
peptidom ga prištevamo med majhne s cisteinom bogate sekretorne proteine brez 
napovedanih proteinskih domen. EffectorP napove s 95,2 % verjetnostjo, da je protein 
efektor, ApoplastP pa napove z 87 % verjetnostjo, da je protein apoplastni. 
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Gen glive V. nonalfalfae Vna4.761 je specifičen za letalni sev T2 in ima visoko ekspresijo v 
zadnji točki vzorčenja, torej 18 dni po okuževanju v koreninah občutljivega kultivarja, zato 
smo ga izbrali za mutacijsko analizo. Delecijskega mutanta tega gena nam ni uspelo 
pridobiti, saj ima tri kopije gena v genomu. Priprava takega knock-outa sicer je možna, 
vendar je redko uspešna (osebni pogovor, Thomma in sod., 2017). Kodirajoč protein je 
najbolj podoben proteinu BN1723_010903 glive V. longisporum (pokritost 52 %, 98 % 
identičnost), vendar najdemo ortologe tudi v ostalih glivnih proteomih. Po napovedih gre za 
bazičen protein (pH = 8,75) velikosti 20,6 kDa, torej 186 aminokislin, z osmimi cisteinskimi 
ostanki in signalnim peptidom. EffectorP napove z 99,9% verjetnostjo, da je protein efektor, 
ApoplastP pa 71 % verjetnost, da protein ni apopalstni. 
 
Gen Vna8.133 ima relativno nizko diferencialno ekspresijo in planta. Produkt gena 
Vna8.133 kaže podobnost proteinu BN1708_007470 glive V. longisporum, njegova 
napovedana dolžina šteje 115 aminoksilin, z 8 cisteinskimi ostanki in izoelektirčno točko 
4,11. Gen Vna8.133 ima napovedano PFAM domeno PF05730, to je CFEM domena, ki je 
specifična za glivne proteine, z visoko vsebnostjo cisteinskih ostankov in je značilna za 
glivne patogene (Saunders in sod., 2012; Guyon in sod., 2014; Heard in sod., 2015; Nasser 
in sod., 2016). EffectorP napove z 99,3 % verjetnostjo, da je protein efektor, ApoplastP pa 
napove z 62 % verjetnostjo, da je protein apoplastni. 
 
Rezultat spremljanja bolezenskih znakov hmelja po okuževanju z delecijskimi mutanti 
ΔVna7.443, ΔVna5.694 in ΔVna8.133 ni pokazal razlik s pozitivno kontrolo izolatom T2 
glive V. nonalfalfae. Glede na visoko in planta ekspresijo genov Vna7.443 in Vna5.694 ter 
glede na ostale karakteristike imajo najbrž le-ti vseeno pomembno vlogo v virulenci glive V. 
nonalfalfae, vendar se to na bolezenskih znamenjih umetno okuženega hmelja ni odražalo. 
Mogoče imamo v tem primeru opravka z avirulentnimi geni, ki reagirajo le z geni R 
odpornega gostitelja, mi pa smo jih testirali izključno na neodpornem kultivarju hmelja 
Celeia in se tako razlike v napredovanju bolezenskih znamenj niso pokazale (Cui in sod., 
2015; Vleeshouwers in Oliver, 2014). Da bi to hipotezo lahko potrdili, bi morali v prihodnje 
ponoviti poskus na odpornem kultivarju hmelja Wye Target, kar bi lahko tudi vodilo v 
identifikacijo gena R hmelja. Ta informacija bi se lahko potem uporabila za žlahtnjenje 
novih sort hmelja, odpornih na Verticillium nonalfalfae. Gen Vna8.133 je kazal manjšo 
ekspresijo, zato ni nujno, da bi to veljalo tudi zanj. Vendar glede na EffectorP napoved, bi 
lahko bil efektor. Kakorkoli, da bi karkoli lahko zaključili o vlogi gena Vna8.133, bi bilo 
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5.4 KOMENTAR NA HIPOTEZE 
 
Glede na to, da smo z našim starim in novim postopkom predikcije CSEP genov glive V. 
nonalfalfae določili že dokazana efektorja VnaSSP4.2 (Flajšman, 2016; Flajšman in sod., 
2016) in VnaUn.279 (Flajšman, 2016; Marton in sod., 2018), menimo, da je naš postopek 
iskanja efektorjev učinkovit.  
 
Tako lahko potrdimo naslednje hipoteze: 
 
Z bioinformacijsko analizo genoma V. nonalfalfae smo na osnovi znanih lastnosti 
efektorskih molekul odkrili 263 sekretornih kandidatnih efektorskih genov z in planta 
ekspresijo, katerih produkti nimajo encimskih aktivnosti na ogljikove hidrate.  
 
Na podlagi raziskave, ki je bila pripravljena za to doktorsko nalogo, ne moremo trditi, da 
geni, ki se nahajajo v regiji genoma specifičnega za visoko agresivne izolate V. nonalfalfae, 
značilno prispevajo k virulenci. Gen Vna4.761, ki se nahaja v tej regiji, se v genomu nahaja 
v treh kopijah in zato nismo uspeli pripraviti delcijskih mutantov. Vendar se v genomu glive 
V. nonalfalfae nahajata še dva sekretorna proteina iz letalno specifične regije. Za enega 
izmed njih, torej za VnaUn.279, je naša skupina potrdila, da kaže njegov delecijski mutant 
izjemno zmanjšanje bolezenskih znamenj (Flajšam, 2016; Marton in sod., 2018). Tretjega 
letalno specifičnega gena Vna9.183 pa nismo izbijali iz genoma glive V. nonalfalfae, ker se 
ni izražal in planta. Iz razloga, da se gen Vna9.183 ne izraža in planta, ki je ključna lastnost 
efektorjev, ne moremo potrditi, da geni, ki se nahajajo v regiji genoma specifičnega za 
visoko agresivne izolate V. nonalfalfae, značilno prispevajo k virulenci, kljub potrjeni 
vpletenosti proteina VnaUn.279 v virulenco. 
 
Kandidatni efektorski gen Vna1.565 glive V. nonalfalfae je vpleten v patogenezo, saj so 
njegovi delecijski mutanti v primerjavi z divjim tipom glive povzročili zapoznela bolezenska 
znamenja na občutljivi sorti hmelja. Kandidatni efektorski gen Vna8.691 glive V. nonalfalfae 
je potencialen avirulenten efektor, saj njegov delecijski mutant povzroča povečano virulenco 
na občutljivem kultivarju hmelja. Ostala analizirana gena Vna7.443 in Vna5.694 kljub visoki 
in planta ekspresiji nista povzročila blažjih bolezenskih znamenj kot divji tip T2 glive V. 
nonalfalfae, kar je najverjetneje povezano s potencialno avirulenco gena. Da bi lahko karkoli 
zaključili o genu Vna8.133, bi morali njegov delecijski mutant, tako kot delecijske mutante 
genov Vna7.443 in Vna5.694, umetno okužiti še odporni kultivar hmelja Wye Target. 
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Glive rodu Verticillium povzročajo verticilijsko uvelost, ki se kaže kot kloroze, nekroze, 
venenje in propad gostiteljskih rastlin (Fradin in Thomma, 2006; Pegg in Brady, 2002). Gre 
za zelo pomembno bolezen, saj omenjene glive okužujejo veliko število kulturnih rastlin, 
kot so paprika, solata, krompir, oljke in hmelj (Inderbitzin in Subbarao, 2014), zajedajo pa 
lahko tudi žuželke, ogrčice in druge glive. Posebno trdovratne so, ker lahko v tleh preživijo 
tudi več let s pomočjo trajnih organov in zato povzročajo ponavljajočo ekonomsko izgubo. 
Trenutno ne poznamo nobenih fungicidov, ki bi učinkovito zatirali bolezen po tem, ko je 
rastlina že okužena.  
 
Za uspešno zmago v boju proti tem boleznim je ključnega pomena poznavanje mehanizmov 
interakcije med glivo V. nonalfalfae in gostiteljsko rastlino hmelja. Zaradi tega smo si v 
nalogi zastavili, da razvijemo bioinformacijski postopek analize genoma glive V. nonalfalfae 
za napovedovanje novih kandidatnih sekretorni efektorskih proteinov in te efektorje tudi 
verificiramo. 
 
Z bioinformacijsko analizo smo anotirali genom velikosti 9269 genov glive V. nonalfalfae. 
Proteomu glive smo določili različne lastnosti ter na podlagi prisotnosti signalnega peptida, 
na podlagi maksimalno ene transmembranske domene ter na podlagi odsotnosti 
retencijskega signala na endoplazmatski retikulum določili sekretorne proteine, ki so 
predstavljali 944 domnevnih proteinov. Ugotovili smo, da je sekretom obogaten z različnimi 
encimi, kot so: encimi, ki razgrajujejo ogljikove hidrate, proteaze, lipaze, kutinaze in 
oksidoreduktaze, kar sovpada z življenjskim slogom glive V. nonalfalfae kot hemibiotrof 
(Lo Presti in sod., 2015).   
 
Na osnovi in planta ekspresije, v odsotnosti CAZy encimov, v odsotnosti efektor 
nespecifičnim PFAM domen smo odkrili 263 (2,8 %) sekretornih kandidatnih efektorskih 
proteinov z in planta ekspresijo, katerih produkti nimajo encimskih aktivnosti na ogljikove 
hidrate. Ta delež je povsem primerljiv s CSEP glive Colletotrichium higginsianum (2,3 %) 
(Ohm in sod., 2012).  
 
CSEP smo rangirali na podlagi različnih lastnosti in prioritetnim 44 kandidatom določili 
povprečno in planta ekspresijo na združenih vzorcih korenin hmelja, okuženih z glivo V. 
nonalfafae z RT-qPCR metodo. Izbranim kandidatom smo določili in planta ekspresijo še s 
posameznimi biološkimi ponovitvami. Na podlagi ekspresijskih vzorcev smo se odločili, da 
pripravimo delecijske mutante glive V. nonalfafae šestim različnim genov, a smo jih z 
metodo ATMT uspešno pripravili pet: ΔVna1.565, ΔVna5.694, ΔVna7.443, ΔVna8.133 in 
ΔVna8.691.  
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Na podlagi raziskave, ki je bila pripravljena za to doktorsko nalogo, ne moremo trditi, da 
letalno specifični geni (geni, ki se nahajajo na genomu visoko letalnega seva T2, ne pa tudi 
v blagem patotipu glive V. nonalfalfae) značilno prispevajo k virulenci, saj nismo pridobili 
delecijskega mutanta gena Vna4.761 zaradi dveh kopij v genomu. Delecijskega mutanta za 
gen Vna9.183 niso pripravili, saj se gen ni izražal in planta (osnovna lastnost efektorja). 
Naša skupina pa je predhodno že potrdila vpletenost letalno specifičnega gena VnaUn.279 v 
virulenco glive V. nonlfalfae (Flajšman, 2016; Marton in sod., 2018).  
 
V nalogi smo pokazali, da je kandidatni efektorski gen Vna1.565 glive V. nonalfalfae vpleten 
v patogenezo, saj so njegovi delecijski mutanti, v primerjavi z divjim tipom glive, povzročili 
zapoznela bolezenska znamenja na občutljivi sorti hmelja. Kandidatni efektorski gen 
Vna8.691 glive V. nonalfalfae je potencialen avirulentni efektor, saj njegov delecijski mutant 
povzroča povečano virulenco na občutljivem kultivarju hmelja. Ostala analizirana gena 
Vna7.443 in Vna5.694 kljub visoki in planta ekspresiji nista povzročila blažjih bolezenskih 
znamenj kot divji tip T2 glive V. nonalfalfae, kar je najverjetneje povezano s potencialno 
avirulenco gena. Da bi lahko karkoli zaključili o genu Vna8.133, bi morali z njegovim 
delecijskim mutantom, tako kot z delecijskimi mutanti genov Vna7.443 in Vna5.694, umetno 
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Glive rodu Verticillium povzročajo bolezen prevodnega tkiva gostiteljskih rastlin z imenom 
verticilijska uvelost, ki se kaže kot kloroze, nekroze in venenje, ki so posledica odgovora 
rastline na patogene ter povzročijo ogromno ekonomske škode (Fradin in Thomma, 2006 ; 
Pegg in Brady, 2002; Klosterman in sod., 2009). Rastline interagirajo s svojimi patogeni 
tako, da se v prvem koraku odzovejo s PTI. Glive obidejo PTI s sekrecijo efektorjev, 
hidrolitičnih encimov ali toksinov, kar zatre ali moti signalizacijsko kaskado obrambnih 
mehanizmov rastline (Jones in Dangl, 2006). Trenutno ne poznamo nobenih fungicidov, ki 
bi učinkovito zatirali bolezen po tem, ko je rastlina že okužena. Edini delujoč pristop je 
gojenje odpornih sort.  
 
Primarni gostitelj glive V. nonalfafae je hmelj, kjer povzroča vidne simptome po 20 dneh 
okužbe (Cregeen in sod., 2015). Hmelj okužujeta blaga (PG1) in letalna oblika (PG2) glive 
Verticillium nonalfafae (Radišek in sod., 2006, 2004, 2003). 
 
Za uspešno zmago v boju proti verticilijski uvelosti hmelja je ključnega pomena poznavanje 
mehanizmov interakcije med glivo V. nonalfalfae in gostiteljsko rastilno. Zaradi tega smo v 
nalogi iskali efektorske proteine glive V. nonalfalfae z bioinformacijskim postopkom analize 
genoma glive, proteoma in RNA-Seq rezultatov za napovedovanje novih kandidatnih 
sekretorni efektorskih proteinov in te efektorje tudi verificirali. 
 
Najprej smo analizirali obstoječe potrjene efektorje iz literature in zaključili, da so za 
efektorje pomembne naslednje lastnosti: 
- prisotnost signalnega peptida,  
- prisotnost efektor specifične PFAM domene oz. odsotnost drugih PFAM domen,  
- dolžina proteina je manjša od 300 aminokislin, 
- cisteinskih ostankov v proteinih do 300 aminokislin mora biti vsaj 3%, 
- efektorji so brez specifičnih aminokislinskih motivov. 
 
Z bioinformacijsko analizo smo anotirali genom (iskanje podobnosti z blast ali HMMER 
algoritmi na podatkovne baze: NCBI, KOG, B2GO, KEGG, SUPERFAMILY) velikosti 
9269 glive V. nonalfalfae. Proteomu glive smo določili PFAM domene, podobnost na PHI 
podatkovno bazo, podobnost na CAZy encime, podobnost na MEROPS podatkovno bazo, 
določili smo dolžino posameznim domnevnim proteinom, prisotnost NLS, težo, 
izoelektrično točko ter delež cisteinskih ostankov. Na podlagi prisotnosti signalnega peptida 
in ne več kot eno transmembransko domeno (s programi: SignalP, Phobius, WoLFP SORT) 
ter z odsotnostjo retencijskega signala na endoplazmatski retikulum smo določili sekretorne 
proteine, ki so predstavljali 944 domnevnih proteinov. Ugotovili smo, da je sekretom 
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obogaten z različnimi encimi, kot so: encimi, ki razgrajujejo ogljikove hidrate, proteaze, 
lipaze, kutinaze in oksidoreduktaze, kar sovpada z življenjskim slogom glive V. nonalfalfae 
kot hemibiotrof (Lo Presti in sod., 2015).   
 
Na osnovi in planta ekspresije, v odsotnosti CAZy encimov, v odsotnosti efektor 
nespecifičnih PFAM domen smo odkrili 263 sekretornih kandidatnih efektorskih proteinov 
z in planta ekspresijo, katerih produkti nimajo encimske aktivnosti na ogljikove hidrate. 
 
Izbrali smo prioritetne CSEP na podlagi različnih lastnosti (ekspresija glivnih genov V. 
nonalfafae na ksilem simulirajočem mediju, ekspresija glivnih genov V. nonalfafae in 
planta, prisotnost gena na letalno specifični regiji izolata T2, podobnost na PHI podatkovno 
bazo ter visoka verjetnost z orodjem EffectorP, da je protein efektor) in najboljšim 44 
kandidatom določili povprečno in planta ekspresijo na združenih vzorcih korenin hmelja, 
okuženih z glivo V. nonalfafae z RT-qPCR metodo. Najbolje izraženim in naključno 
izbranim kandidatom smo določili in planta ekspresijo še s posameznimi biološkimi 
ponovitvami. Odločili smo se, da pripravimo delecijske mutante glive V. nonalfafae šestih 
različnih genov (Vna1.565, Vna4.761, Vna5.694, Vna7.443, Vna8.133 in Vna8.691). 
Uspešno smo pripravili pet različnih delecijskih mutant glive V. nonalfafae z uporabo 
metode ATMT: ΔVna1.565, ΔVna5.694, ΔVna7.443, ΔVna8.133 in ΔVna8.691.  
 
Na podlagi raziskave, ki je bila pripravljena za to doktorsko nalogo, ne moremo trditi, da 
letalno specifični geni (geni, ki se nahajajo na genomu visoko letalnega seva T2, ne pa tudi 
v blagem patotipu glive V. nonalfalfae) značilno prispevajo k virulenci, saj nismo pridobili 
delecijskega mutanta gena Vna4.761 zaradi dveh kopij v genomu. Delecijskega mutanta za 
gen Vna9.183 niso pripravili, saj se gen ni izražal in planta (osnovna lastnost efektorja). 
Naša skupina pa je predhodno že potrdila vpletenost letalno specifičnega gena VnaUn.279 v 
virulenco glive V. nonlfalfae (Flajšman, 2016; Marton in sod., 2018).  
 
V nalogi smo pokazali, da je kandidatni efektorski gen Vna1.565 glive V. nonalfalfae vpleten 
v patogenezo, saj so njegovi delecijski mutanti, v primerjavi z divjim tipom glive, povzročili 
zapoznela bolezenska znamenja na občutljivi sorti hmelja. Kandidatni efektorski gen 
Vna8.691 glive V. nonalfalfae je potencialen avirulentni efektor, saj njegov delecijski mutant 
povzroča povečano virulenco na občutljivem kultivarju hmelja. Ostala analizirana gena 
Vna7.443 in Vna5.694 kljub visoki in planta ekspresiji nista povzročila blažjih bolezenskih 
znamenj kot divji tip T2 glive V. nonalfalfae, kar je najverjetneje povezano s potencialno 
avirulenco gena. Da bi lahko karkoli zaključili o genu Vna8.133, bi morali z njegovim 
delecijskim mutantom, tako kot z delecijskimi mutanti genov Vna7.443 in Vna5.694, umetno 
okužiti še odporni kultivar hmelja Wye Target. 
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Fungi from the genus Verticillium cause a conductive tissue disease of host plants called 
verticillium wilt, which manifests as chlorosis, necrosis and wilting and causes major 
economic losses. The symptoms are a result of the plant’s response to pathogens (Fradin and 
Thomma, 2006; Pegg and Brady 2002; Klosterman et al., 2009). In the first step, plants 
interact with their pathogens with PTI. Fungi are able to bypass PTI by secreting effectors, 
hydrolytic enzymes or toxins, which suppresses or disrupts the signalling cascade of defence 
mechanisms of plants (Dangl and Jones, 2006). Currently there are no fungicides that can 
effectively suppress the disease, once the plant is already infected. The only effective 
approach is the cultivation of resistant species. 
 
The primary host of the fungus V. nonalfafae is hop. It causes visible symptoms after 20 
days of infection (Cregeen et al., 2015). Hops are infected by mild (PG1) and lethal 
pathotypes (PG 2) of the fungus V. nonalfafae (Radišek et al., 2006, 2004, 2003). 
 
To win the battle against verticillium wilt, it is crucial to know the mechanisms of interaction 
between the fungus V. nonalfalfae and the host plant. It was therefore our aim to predict 
candidate secreted effector proteins from the fungus V. nonalfalfae using a new 
bioinformatic pipeline, analysing the genome, proteomic data and RNA-Seq results, and 
later to verify them. 
 
We first analysed validated effectors from the literature and concluded that the following 
properties are important for effectors: 
- The presence of a signal peptide, 
- The presence of an effector specific PFAM domain or the absence of other PFAM 
domains, 
- A length of the protein less than 300 amino acids, 
- Cysteine residues in proteins of less than 300 amino acids must be at least 3%, 
- Effects are without specific amino acid motifs. 
 
Using a new bioinformatic pipeline, we annotated the genome (searching for similarity with 
blast or HMMER algorithms against various databases: NCBI, KOG B2GO, KEGG, 
SUPERFAMILY) of 9,269 genes of the fungus V. nonalfalfae. In the fungal proteome we 
determined PFAM domains, similarity to the PHI database, similarity to enzymes of the 
CAZy database, similarity to the MEROPS database. We analysed the length of individual 
suspected proteins, the presence of NLS, weight, isoelectric point, and the proportion of 
cysteine residues. Based on the presence of a signal peptide and no more than one 
transmembrane domain (with software: SignalP, Phobius, WoLF PSORT), 944 secreted 
proteins were determined, representing the secretome. We found that the secretome is 
enriched with various enzymes, including cell wall degrading enzymes, proteases, lipases, 
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kutinases and oxidoreductases, which corresponds to the life-style of the fungus V. 
nonalfalfae as hemibiotroph (Lo Presti et al., 2015). 
 
Based on in planta expression, on the absence of CAZy enzymes, on the absence of effector-
nonspecific PFAM domains and on the absence of retention signals to endoplasmatic 
reticulum, we found 263 candidate secreted effector proteins with in planta expression, with 
no enzymatic activities on carbohydrates. 
 
Based on various properties (gene expression of V. nonalfafae in xylem simulating medium, 
gene expression of V. nonalfafae in planta, the presence of a gene in a lethal specific region 
of the T2 lethal isolate, similarity to the PHI database and high effector probability 
determined by the EffectorP tool), we identified top priority candidate secreted effector 
proteins. For the best 44 candidates, we determined the average in planta expression on 
pooled samples of hop roots infected with the fungus V. nonalfafae by RT-qPCR. 
Additionally, for highly expressed candidates, and for randomly selected candidates, in 
planta expression was determined with individual biological replicates. We decided to 
prepare deletion mutants for fungus V. nonalfafae for six different genes (Vna1.565, 
Vna4.761, Vna5.694, Vna7.443, Vna8.133 in Vna8.691) and have successfully prepared five 
different deletion mutants from it using the ATMT method: ΔVna1.565, ΔVna5.694, 
ΔVna7.443, ΔVna8.133 in ΔVna8.691. 
 
We cannot say on the basis of this research that genes located in the lethal specific region of 
the highly-aggressive isolate T2 significantly contribute to virulence, because we did not 
manage to prepare a deletion mutant of gene Vna4.761. A deletion mutant for the gene 
Vna9.183 was not prepared because the gene was not expressed in planta (the basic effector 
property). However, our group recently confirmed that the ΔVnaUn.279 lethal specific 
deletion mutant exhibits exceptional symptom reduction during artificial infection of hops 
(Flajšman, 2016; Marton et al., 2018). 
 
Candidate effector gene Vna1.565 of the fungus V. nonalfalfae is involved in pathogenicity, 
since its deletion mutants showed symptom delays on susceptible varieties of hops when 
compared to wild-type fungus. Candidate effector gene Vna8.691 of V. nonalfalfae is a 
potential avirulent effector, since its deletion mutant caused increased virulence on the 
sensitive hop cultivar. Other analysed genes Vna7.443 and Vna5.694 did not cause 
significantly different disease symptoms to the wild type T2 of V. nonalfalfae, despite high 
in planta expression. This is most likely associated with a potential avirulence property. In 
order to conclude anything on the Vna8.133 gene, its deletion mutant, as well as the deletion 
mutants of the Vna7.443 and Vna5.694 genes, should be artificially infected by the resistant 
hop cultivar Wye Target. 
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Velikost proteoma in sekretoma različnih gliv. 
  
                                                                                                                        
Saprotrof 
Izolati vrste Proteom Sekretom (%) 
Saprotrof / Rastlinski patogen 
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Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za izračun ekspresije 44 prioritetnih 
CSEP z RT-qPCR 
 























Vna2.175-F TGTCCCGACTGCCGTTTT  
Vna2.175-R TCCGCGATGAGTTCCTTCAG 
Vna2.179-F GCTCAAATGGCGTAAGCTTTG  
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"nadaljevanje priloge B" 
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"nadaljevanje priloge B" 
Ime kombinacije ZO Nukleotidno zaporedje ZO 
Vna7.569-F CAACGATGACAATGACGATAACAAC 
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Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za testiranje najbolj primernega 
referenčnega gena za RT-PCR (normalizacija glivne biomase v okuženih rastlinah hmelja) 
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Uporabljeni ZO za pomnoževanje HRS-jev različnih CSEP 
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Rezultati KOG analize sekretoma glive V. nonalfalfae. 
 
KOG pristopna 
številka KOG opis Število rezultatov 
CELLULAR PROCESSING AND SIGNALING 159 
M biogeneza celične stene / membrane / ovojnice 14 
N celična motiliteta 0 
O posttranslacijske modifikacije, pretvorba proteinov, šaperoni 85 
T mehanizmi signalne transdukcije 32 
U intracelularno razmeščanje, izločanje in vezikularni promet 11 
V obrambni mehanizmi 3 
W ekstracelularne strukture 10 
Y jedrne strukture 0 
Z citoskelet 4 
METABOLIZEM 138 
C proizvodnja energije in pretvorba 25 
D kontrola celičnega cikla, delitev celic, delitev kromosoma 2 
E metabolizem in transport aminokislin 15 
F metabolizem in transport nukleotidov 5 
G metabolizem in transport ogljikovih hidratov 44 
H metabolizem in transport koencimov 2 
I metabolizem in transport lipidov 17 
P metabolizem in transport anorganskih ionov 15 
Q biosinteza sekundarnih metabolitov, transport in katabolizem 13 
SHRANJEVANJE IN OBDELAVA INFORMACIJ 23 
A procesiranje in modifikacija RNA 5 
B struktura in dinamika kromatina  3 
J prevajanje, ribosomska struktura in biogeneza 8 
K transkripcija 4 
L replikacija, rekombinacija in popravljanje 3 
DELNO KARAKTERIZIRANO 85 
R predvidevana splošna funkcija 65 
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Rezultati KEGG analize sekretoma glive V. nonalfalfae. 
 
KEGG pristopna številka Ime za KEGG pristopno številko Št. rezultatov 
OKSIDOREDUKTAZE (EC:1.)   41 
EC:1.1.1.158  UDP-N-acetilmuramat dehidrogenaza 18 
EC:1.1.1.158, EC:1.1.3.37 
UDP-N-acetilmuramat dehidrogenaza; D-
arabinono-1,4-lakton okzidaza 1 
EC:1.1.99.1 (ec00260:Glicinski, serinski in treoninski metabolizem; ec01100:Metabolne poti) holin dehidrogenaza 10 
EC:1.11.1.6 (ec00380:Triptofanski metabolizem; ec00630:Glioksilatni in dicarboksilatni metabolizem; 
ec01110:Biosinteza sekundarnih metabolitov) katalaza 2 
EC:1.11.1.7 (ec00360:Fenilalaninski metabolizem; ec00940:Fenilpropanoidna biosinteza; 
ec01100:Metabolne poti; ec01110:biosinteza sekundarnih metabolitov) perokzidaza 7 
EC:1.13.11.1 (ec00361:Klorocikloheksanska in klorobenzenska razgradnja; ec00362:Benzoatna razgradnja; 
ec00364:Fluorobenzoatna razgradnja; ec00623:Toluenska razgradnja; ec01100:Metabolne poti; 
ec01120:Mikrobni metabolizem in različna okolja) catehol 1,2-dioksigenaza 2 
EC:1.4.3.3 (ec00260:Glicinski, serinski in treoninski metabolizem; ec00311:Penicilinska in cefalosporinska 
biosinteza; ec00330:Argininski in prolinski metabolizem; ec00472:D-Argininski in D-ornitinski 
metabolizem; ec01100:Metabolne poti) D-aminokislinska oksdaza 1 
TRANSFERAZE (EC:2.)   4 
EC:2.1.1.43 (ec00310:Lizinska razgradnja) histon-lizin N-metiltransferaza 1 
EC:2.3.2.2 (ec00430:Taurinski in hipotaurinski metabolizem; ec00460:Cianoaminskokislinski 
metabolizem; ec00480:Glutationski metabolizem) γ-glutamiltransferaza 1 
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"nadaljevanje priloge F"   
KEGG pristopna številka Ime za KEGG pristopno številko Št. rezultatov 
EC:2.4.1.1 (ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti; ec01110:biosinteza 




HIDROLAZE (EC:3.)   157 
EC:3.1.1.1 (ec00983:Metabolizem učinkovin - ostali encimi) karboksilesteraza 2 
EC:3.1.1.1 (ec00983:Metabolizem učinkovin - ostali encimi); EC:3.4.21.1 karboksilesteraza; himotripsin 2 
EC:3.1.1.1 (ec00983:Metabolizem učinkovin - ostali encimi); EC:3.4.22.1 karboksilesteraza; catepsin B 1 
EC:3.1.1.11 (ec00040:Pentozna in glukuronatna interkonverzija; ec00500:Škrobni in sukrozni 
metabolizem; ec01100:Metabolne poti) pektinesteraza 4 
EC:3.1.1.3 (ec00561:Glicerolipidni metabolizem; ec01100:Metabolne poti) triacilglicerol lipaza 4 
EC:3.1.1.47 (ec00565:Eter lipidni metabolizem; ec01100:Metabolne poti) 1-alkil-2-acetilglicerofosfoholin esteraza 1 
EC:3.1.1.72 acetilksilan esteraza 2 
EC:3.1.1.74 kutinaza 7 
EC:3.1.27.1 ribonukleaza T2 1 
EC:3.1.3.1 (ec00627:Aminobenzoatna razgradnja; ec00790:Folatna biosinteza; ec01100:Metabolne poti; 
ec01120:Mikrobni metabolizem in različna okolja) alkalna fosfataza 1 
EC:3.1.3.2 (ec00627:Aminobenzoate razgradnja; ec00740:Riboflavin metabolizem; ec01120:Mikrobni 
metabolizem in različna okolja) kisla fosfataza 1 
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"nadaljevanje priloge F"   
KEGG pristopna številka Ime za KEGG pristopno številko Št. rezultatov 
EC:3.1.3.41 (ec00627:Aminobenzoate razgradnja; ec01120:Mikrobni metabolizem in različna okolja) 4-nitrofenilfosfataza 3 
EC:3.1.3.75 (ec00564:Glicerofosfolipidni metabolizem; ec01100:Metabolne poti) fosfoetanolamin/fosfoholin fosfataza 1 
EC:3.1.3.8 (ec00562:Inozitol fosfatni metabolizem) 3-fitaza 1 
EC:3.1.6.1 (ec00140:Biosinteza steroidnih hormonov; ec00600:Sfingolipidni metabolizem) arilsulfataza 1 
EC:3.2.1.1 (ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti); EC:2.4.1.18 
(ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti; ec01110:biosinteza sekundarnih 
metabolitov) α-amilaza; 1,4-α-glukanski encim 1 
EC:3.2.1.101 manan endo-1,6-α-manozidaza 1 
EC:3.2.1.113 (ec00510:N-Glicanska biosinteza; ec00513:Biosinteza različnih tipov N-glikana ; 
ec01100:Metabolne poti) manozil-oligosaharid 1,2-α-manozidaza 4 
EC:3.2.1.139 α-glukuronidaza 1 
EC:3.2.1.14 (ec00520:Amino-saldkorni in nucleotide-sladkorni metabolizem; ec01110:biosinteza 
sekundarnih metabolitov) hitinaza 4 
EC:3.2.1.15 (ec00040:Pentozna in glukuronatna interkonverzija; ec00500:Škrobni in sukrozni 
metabolizem; ec01100:Metabolne poti) poligalakturonaza 10 
EC:3.2.1.15 (ec00040:Pentozna in glukuronatna interkonverzija; ec00500:Škrobni in sukrozni 
metabolizem; ec01100:Metabolne poti); EC:3.2.1.67 (ec00040:Pentozna in glukuronatna interkonverzija; 
ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti) 
poligalakturonaza; galakturan 1,4-α-
galakturonidaza 1 
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"nadaljevanje priloge F"   




EC:3.2.1.17 lisocim 1 
EC:3.2.1.21 (ec00460:Cianoaminokislinski metabolizem; ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; 
ec00940:Fenilpropanoidna biosinteza; ec01100:Metabolne poti; ec01110:biosinteza sekundarnih 
metabolitov) β-glukozidaza 4 
EC:3.2.1.23 (ec00052:Galaktozni metabolizem; ec00511:Razgradnja ostalih glikanov; 
ec00531:Glikozaminoglikanska razgradnja; ec00600:Sfingolipidni metabolizem; 
ec00604:Glikosfingolipidna biosinteza - ganglio serija; ec01100:Metabolne poti) β-galaktozidaza 1 
EC:3.2.1.28 (ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti) α,α-trehalaza 1 
EC:3.2.1.3 (ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti) glukan 1,4-α-glukozidaza 2 
EC:3.2.1.37 (ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec00520:Amino-saldkorni in nucleotide-sladkorni 
metabolizem; ec01100:Metabolne poti); EC:3.2.1.55 (ec00520:Amino-saldkorni in nucleotide-sladkorni 
metabolizem; ec01110:biosinteza sekundarnih metabolitov) 
ksilan 1,4-β-ksilozidaza; ne-reducirajoč 
konec α-L-arabinofuranozidaza 1 
EC:3.2.1.4 (ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti) celulaza 10 
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"nadaljevanje priloge F"   
KEGG pristopna številka Ime za KEGG pristopno številko Št. rezultatov 
EC:3.2.1.52 (ec00511:Razgradnja ostlih glikanov; ec00513:Bioinsteza različnih tipov N-glikanov; 
ec00520:Amino-saldkorni in nucleotide-sladkorni metabolizem; ec00531:Glikozaminoglikanska 
razgradnja; ec00603:Glikosfingolipidna biosinteza - globo serija; ec00604:Glikosfingolipidna biosinteza - 
ganglio serije; ec01100:Metabolne poti; ec01110:biosinteza sekundarnih metabolitov) β-N-acetilheksosaminidaza 2 




EC:3.2.1.6 endo-1,3(4)-β-glukanaza 1 
EC:3.2.1.75 glukan endo-1,6-beta-glukozidaza 1 
EC:3.2.1.78 (ec00051:Fruktozni in manozni metabolizem) manan endo-1,4-β-manozidaza 3 
EC:3.2.1.78 (ec00051:Fruktozni in manozni metabolizem); EC:3.2.1.4 (ec00500:Škrobni in sukrozni 
metabolizem; ec01100:Metabolne poti) manan endo-1,4-β-manozidaza; celulaza 1 
EC:3.2.1.8 endo-1,4-β-ksilanaza 4 
EC:3.2.1.89; EC:3.2.1.1 (ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti) 
arabinogalaktan endo-β-1,4-galaktanaza; 
α-amilaza 1 
EC:3.2.1.91 (ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti); EC:3.2.1.4 
(ec00500:Škrobni in sukrozni metabolizem; ec01100:Metabolne poti) 
celuloza 1,4-β-celobiozidaza (ne-
reducirajoči konec); celulaza 1 
EC:3.2.1.99 arabinan endo-1,5-α-L-arabinanaza 1 
EC:3.4.11.1 (ec00480:Glutationski metabolizem; ec01100:Metabolne poti) leucil aminopeptidaza 7 
EC:3.4.11.4; EC:3.4.21.1 tripeptid aminopeptidaza; kimotripsin 1 
EC:3.4.16.1 karboksipeptidaza D 5 
EC:3.4.16.1; EC:4.2.99.18 
karboksipeptidaza D; DNA-(apurinska ali 
apirimidinska stran) liaza 1 
EC:3.4.17.1 karboksipeptidaza A 10 
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"nadaljevanje priloge F"   
KEGG pristopna številka Ime za KEGG pristopno številko Št. rezultatov 
EC:3.4.21.1 kimotripsin 15 
EC:3.4.23.1 pepsin A 15 
EC:3.4.24.1 atrolizin A 6 
EC:3.5.3.15 protein-arginin deiminaza 1 
EC:3.6.1.1 (ec00190:Oksidativna fosforilacija) anorganska difosfataza 1 
EC:3.6.1.10 endopolifosfataza 1 
LIAZE (EC:4.)   23 
EC:4.2.1.1 (ec00910:Dušikov metabolizem) ogljikova anhidraza 1 
EC:4.2.2.10 pektin liaza 2 
EC:4.2.2.2 (ec00040:Pentozna in glukuronatna interkonverzija) pektate liaza 18 
EC:4.2.2.3 (ec00051:Fruktozni in manozni metabolizem) manuronat-specifična alginat liaza 2 
ISOMERAZA (EC:5.)   0 
LIGAZE (EC:6.)   0 
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G1 - Analiza apoplastnih glivnih efektorjev iz literature. 
 
Efektor Gliva Gostitelj Cis Dolžina %Cis SignalP NLS Motiv domena PFAM 
Avr2 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
8 78 10.26 da ne ne - 
Avr4 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
8 135 5.93 da ne ne PF01607 
Avr4E Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
6 121 4.96 da ne ne - 
Avr9 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
7 63 11.11 da ne da - 
Ecp1 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
8 96 8.33 da ne da - 
Ecp2 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
4 165 2.42 da ne ne PF14856 
Ecp4 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
6 119 5.04 da ne ne - 
Ecp5 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
6 115 5.22 da ne da - 
Ecp6 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
9 228 3.95 da ne ne PF01476 
Ecp7 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
6 100 6 ne ne da - 
CfTom1 Cladosporium fulvum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
2 344 0.58 da ne ne PF00331 
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"nadaljevanje priloge G-1" 
Efektor Gliva Gostitelj Cis Dolžina %Cis SignalP NLS Motiv PFAM domena 
Six1 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
9 279 3.23 da ne da - 
Six10 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
2 149 1.34 da ne ne - 
Six11 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
8 110 7.27 da ne da - 
Six12 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
10 113 8.85 ne ne ne - 
Six13 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
12 293 4.10 da ne ne - 
Six14 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
6 88 6.82 da ne ne - 
Six2 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
8 232 3.45 da ne ne - 
Six3 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
3 163 1.84 da ne da - 
Six4 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
6 242 2.48 da ne ne - 
Six5 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
7 119 5.88 da ne ne - 
Six6 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
8 215 3.72 da ne ne - 
Six7 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
3 220 1.36 da ne ne - 
Six8 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
2 140 1.43 da ne ne - 
         "se nadaljuje" 
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"nadaljevanje priloge G-1"     
Efektor Gliva Gostitelj Cis Dolžina %Cis SignalP NLS Motiv PFAM domena 
Six9 Fusarium oxysporum Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
6 114 5.26 da ne da - 
AvrLm11 Leptosphaeria maculans Repna 
ogrščica (Brassica 
napus) 
8 95 8.42 da ne ne - 
AvrLm4-7 Leptosphaeria maculans Repna 
ogrščica (Brassica 
napus) 
8 143 5.59 da ne ne - 
AvrLm6 Leptosphaeria maculans Repna 
ogrščica (Brassica 
napus) 
6 144 4.17 da ne da - 
Bas113 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 1 659 0.15 da ne ne PF00251, PF08244 
Bas4 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 8 102 7.84 da ne ne - 
Avr-CO39 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 2 85 2.35 da ne da - 
Slp1 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 6 162 3.70 da ne ne PF01476 
Nip1 Rhynchosporium secalis Ječmen (Hordeum 
vulgare L.) 
10 82 12.20 da ne da PF08995 
Nip2 Rhynchosporium secalis Ječmen (Hordeum 
vulgare L.) 
7 109 6.42 da ne ne - 
Nip3 Rhynchosporium secalis Ječmen (Hordeum 
vulgare L.) 
9 115 7.83 da ne da - 
Pep1 Ustilago maydis Koruza (Zea mays) 4 178 2.25 da ne ne - 
Pit1 Ustilago maydis Koruza (Zea mays) 9 435 2.07 ne ne da - 
Pit2 Ustilago maydis Koruza (Zea mays) 1 118 0.85 da ne ne - 
Ave1 Verticillium dahliae Paradižnik (Solanum 
lycopersicum) 
4 134 2.99 da ne ne PF03330 
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G2 - Analiza citoplazemskih glivnih efektorjev iz literature. 
 
Efektor Gliva Gostitelj Cis Dolžina %Cis SignalP NLS Motiv PFAM domena 
AvrA10 Blumeria graminis Ječmen (Hordeum vulgare L.) 4 286 1.40 ne ne ne - 
AvrK1 Blumeria graminis Ječmen (Hordeum vulgare L.) 3 177 1.69 ne ne ne - 
MiSSP7 Laccaria bicolor Populus trichocarpa 7 74 9.46 da ne ne - 
AvrPita Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 8 222 3.60 da ne da PF02102 
AvrPiz-t Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 5 108 4.63 da ne ne - 
Bas1 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 0 115 0 da ne ne - 
Bas107 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 2 132 1.52 da ne ne PF00096 
Bas2 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 6 102 5.88 da ne ne - 
Bas3 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 10 113 8.85 da ne ne - 
Avr-Pia Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 2 85 2.35 da ne da - 








Avr-Pii Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 3 70 4.29 da ne da - 
Avr-Pik Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 3 113 2.65 da ne ne - 
Pwl1 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 2 147 1.36 da ne da - 
Pwl2 Magnaporthe oryzae Riž (Oryza sativa) 2 145 1.38 da ne ne - 
AvrL567 Melampsora lini Lan (Linum usitatissimum) 1 150 0.67 da ne da PF11529 
         "se nadaljuje" 
Marton K. In silico določitev in mutacijska analiza ... efektorjev ... glive Verticillium albo-atrum. 
  Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
 
"nadaljevanje priloge G-2"        
Efektor Gliva Gostitelj Cis Dolžina %Cis SignalP NLS Motiv PFAM domena 
AvrM Melampsora lini Lan (Linum usitatissimum) 1 314 0.32 da ne da - 
AvrP123 Melampsora lini Lan (Linum usitatissimum) 11 117 9.40 da ne da - 
AvrP4 Melampsora lini Lan (Linum usitatissimum) 7 95 7.39 da ne da - 
SnTox1 Phaeosphaeria nodorum Pšenica (Triticum aestivum) 16 114 14.04 da ne ne - 
SnTox3 Phaeosphaeria nodorum Pšenica (Triticum aestivum) 6 230 2.61 da ne ne - 
SnToxA Pyrenophora tritici-repentis Pšenica (Triticum aestivum) 2 178 1.12 da ne da PF11584 
SP7 Rhizophagus irregularis Paradižnik (Solanum lycopersicum) 1 311 0.32 da ne ne - 
RTP1p Uromyces fabae Vicia faba 5 220 2.27 da ne ne - 
Cmu1 Ustilago maydis Koruza (Zea mays) 2 290 0.69 da ne da PF01817 
Eff1-11 Ustilago maydis Koruza (Zea mays) 1 302 0.33 da ne ne - 
Eff1-3 Ustilago maydis Koruza (Zea mays) 2 363 0.55 da ne ne - 
Eff1-4 Ustilago maydis Koruza (Zea mays) 2 447 0.45 da ne ne - 
Tin2 Ustilago maydis Koruza (Zea mays) 2 207 0.97 da ne ne - 
 
 
G3 - Analiza ostalih glivnih efektorjev iz literature. 
 
Efektor Gliva Gostitelj Cis Dolžina %Cis SignalP NLS Motiv PFAM domena 
ChEC34 Colletotrichum higginsianum Repna ogrščica (Brassica napus) 8 85 9.41 da ne da - 
ChEC36 Colletotrichum higginsianum Repna ogrščica (Brassica napus) 9 225 4 da ne ne - 
ChEC6 Colletotrichum higginsianum Repna ogrščica (Brassica napus) 0 89 0 da ne ne - 
ChEC89 Colletotrichum higginsianum Repna ogrščica (Brassica napus) 4 83 4.82 da ne da - 
MC69 Magnaporthe oryzae Rice (Oryza sativa) 3 54 5.56 da ne ne - 
Pwl3 Magnaporthe oryzae Rice (Oryza sativa) 0 137 0 da ne ne - 
Pwl4 Magnaporthe oryzae Rice (Oryza sativa) 0 138 0 da ne ne - 
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Kombinacije ZO za potrejvanje posameznih delecijskih mutantov 
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"nadaljevanje priloge H" 
Kandidatni gen Ime kombinacije ZO Nukleotidno zaporedje ZO 
Vna8.133 
1 
Vna8.133-T3 CACAGGTCTCGATACAGCCG 
RF-1 AAATTTTGTGCTCACCGCCTGGAC 
2 
Vna8.133-O1 GGTCTTAAUATGGTCTTCCGTTTGGCTTT 
Vna8.133-O2 GGCATTAAUGGATGGGTGAGCTTTTAACG 
3 
Vna8.133-T4 AGTTCGGCCATGGTCTTCC 
RF-2 TCTCCTTGCATGCACCATTCCTTG 
4 
Vna8.133-A3 GGACTTAAUATAGACACGACGGGAAAACG 
Vna8.133-A4 GGGTTTAAUGGGCACAAAACCTCAACCT 
5 
Hyg-F AGCTGCGCCGATGGTTTCTACAA 
Hyg-R GCGCGTCTGCTGCTCCATACAA 
6 
Vna8.133-T1 CTGCGAGCCCGACAACTAC 
Vna8.133-T2 CCGGACTCGGTGATCTCG 
Vna8.691 
1 
Vna8.691-T3 CACTCGATCCTGCAACAAAG 
RF-1 AAATTTTGTGCTCACCGCCTGGAC 
2 
Vna8.691-O1 GGTCTTAAUAGATTGAGGGGAAACCCTGT 
Vna8.691-O2 GGCATTAAUCATCGCCTCAAGAAGTCCTC 
3 
Vna8.691-T4 GGACCATGCCGAGACATAAC 
RF-2 TCTCCTTGCATGCACCATTCCTTG 
4 
Vna8.691-A3 GGACTTAAUGCGTTGATCAATGGTCATGT 
Vna8.691-A4 GGGTTTAAUCTGAGACTTCTCCGCCTCAC 
5 
Hyg-F AGCTGCGCCGATGGTTTCTACAA 
Hyg-R GCGCGTCTGCTGCTCCATACAA 
6 
cDNA_Vna8.691-F ATGGGAGACCAACGAACA 
cDNA_Vna8.691-R CTATTCCTCGGCATCCTG 
 
 
 
 
